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(57) Abstract: The invention relates to a method and ap- 
paratus for the detection of substances or analytes from the 
analysis of one or more samples. The inventive method 
consists in: mixing the sample with a suitable buffer liq- 
uid, homogenising the sample, adding reagents thereto, fil- 
tering the sample, injecting said sample into an incubation 
chamber, leaving same to react with a biosensor, washing 
the excess unreacted sample, and detecting the sample re- 
tained in the biosensor. The inventive apparatus consists of: 
a sample-homogenising unit comprising a piezoelectric ul- 
trasound device which is formed by a converter (49) and a 
horn (16); a sample-processing unit comprising a container 
for homogenisation (6) and a mobile frame (17); a unit for 
managing the reagents and solutions, which comprises a 
motor-driven syringe (60); a reaction module consisting of 
a support (50) which forms a reaction chamber (51); and a 
data read module comprising a laser diode (66) and a CCD 
camera (67). 

(57) Resumen: El mStodo comprende mezclar la mues- 
tra con un liquido tamp6n apropiado, homogeneizar dicha 
muestra, anadir reactivos a la misma, filtrada, inyectar la 
muestra a una camara de incubaci6n, dejar reaccionar la 
muestra con un biosensor, lavar el exceso de mne^tra no 
reacconada y detectar la muestra retenida en el biosensor. El aparato incluye un m6ddo homogeneiWdor de m^s co^n 
s ,vo pjezoelectnco de ulttasonidos formado por un convertidor (49) y una bocina (16); un mldulo de jJS £ Ze£ 
que incluye un recipjente de homogeneizacidn (6) y un bastidor movil (17); un m6dulo procesanuemo ae muestras, 

[Coniinua en la pdgina siguiente] 
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de gestidn de reactivos y soluciones, que incluye una jeringa (60) motorizada, un m6dulo de reaction, compuesto por un soporte (50) 
que forma una camara de reaccidn (51), y un m6dulo de lectura de datos que incluye un diodo laser (66) y una camara CCD (67). 
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METODO Y APARATO PARA I A DETECCION DE SUSTANCIAS O AN1AI ITOS A 
PARTIR DE L ANAL1SIS DE UNA O VARIAS MUESTRAS . 

La presents invention se refiere a un aparato para la detection de sustancias o 
5 analitos a partir del analisis de una o varias muestras, que permite llevar a cabo al 
mismo tiempo el analisis de un elevado numero de muestras y que ademas puede ser 
manejado por control remoto. La invention incluye tambien el metodo para la 
detecci6n de tales sustancias-o analitos. 

El desarrollo de biosensores, es decir sistemas de detecci6n basados en las 

10 propiedades moleculares de los seres vivos ha constituido en los ultimos anos una 
autentica revoluci6n biotecnologica, ya que permiten la valoraci6n de la existencia de 
determinadas sustancias en un medio, y el analisis de sus caracterfsticas (entre ellas, 
su posible toxicidad o patogenicidad). 

Los biosensores de aplicacidn ambiental se basan en el uso de sistemas de 

15 reconotimiento biologico acoplados a transductores de serial. Existen tres 
mecanismos basicos de reconotimiento bioldgico: biocatalisis, bioafinidad y 
metab6lico. Asimismo, los sistemas de transducci6n pueden ser electroqulmicos, 
6ptico-electr6nicos, 6pticos o acusticos. La transformation catalfflca de una sustancia 
(por ejemplo, un compuesto contaminante) en una forma detectable con un sensor o 

2 0 la inhibici6n de una enzima por dicha sustancia, son los dos mecanismos operativos 
basicos de los biosensores basados en biocatalisis. Ejemplos del primero de ellos lo 
constituyen el uso de la tirosinasa para la detecci6n de fenoles (Chen W.J., 1995; 
Marko-Varga et al., 1995), o el uso de la organofosfato hidrolasa para la detecci6n de 
pesticidas organofoforados (Mulchandani et al., 2000). 

25 Entre las limitaciones inherentes a estos sistemas estan el numero reducido de 

contaminantes que son sustratos de enzimas conocidas, la necesidad de 
concentraciones relativamente altas del contaminante para que sea detectado, la 
presencia de inhibidores en el medio, la necesidad de usar sustratos adicionales, 
cofactores o mediadores, reactivos de revelado, etc. Ademas, la naturaleza 

30 irreversible de muchas interacciones enzima-sustrato hace que el biosensor no sea 
reutilizable. 

Las reacciones altamente especfficas de los anticuerpos con sus antfgenos, o 
de hibridaci6n entre acidos nucleicos complementarios constituyen los sistemas de 
bioafinidad mas empleados. Los primeros biosensores de bioafinidad con aplicaciones 
35 ambientales se basaban en el uso de anticuerpos debido a la disponibilidad de 
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anticuerpos monoclonales y policlonales contra un elevado numero de sustancias 
contaminantes (Van Emon and L6pe 2 -Avila, 1992; Marco et al. f 1995), de tal manera 
que los inmunosensores constutuyen el tipo de biosensor mas usados con fines 
ambientales. Entre los inmunosensores existe una amplia gama de formates y kits 
comerciales (tanto reutilizables como de un solo uso) que permiten abordar aspectos 
tan importantes como la multifuncionalidad, versatilidad de formate, tiempo de ensayo, 
sensibilidad, costes, reproducibilidad, conservaci6n, etc. 

El desarrollo de biosensores basados en las reacciones de afinidad entre 
acidos nucleicos (hibridacidn espeeffica) para aplicaciones ambientales no ha hecho 
mas que empezar. Ejemplos de aplicaciones de este tipo de biosensores son la 
deteccidn de dafios en el DNA producido por agentes qufmicos (Fojta and Palecek, 
1997) o la detecci6n de microorganismos mediante el uso de sondas de DNA 
especificas de especie (Cheng et al., 1998). La empresa PE Biosystems 
(www.pebiosvstems com ) comercializa kits para la detecci6n e identificaci6n de 
bacterias basados en la amplificaci6n y secuenciacion de un gen universal, el gen que 
codifica el RNA ribos6mico 16S. 

En el campo de la biomedicina tambien existen diversos tipos de biosensores, 
basados en la reacci6n antfgeno-anticuerpo o en la hibridaci6n espec'fica de acidos 
nucleicos, para la detecci6n y cuantificacion de microorganismos pafogenos. Las 
tecnicas de detecci6n por inmunoensayo se han desarrbllado, en distintos formatos, 
para la deteccibn de pafogenos bacterianos y viricos. Las variantes mas refinadas de 
estas tecnicas permiten incluso cuantificar el pafogeno existente en un fluido corporal, 
como las de "LCx-RNA cuantitativo" desarrolladas por Abbott 
(www.abbottdiaqnostinscom ). Como ejemplos de metodologias basadas en la 
hibridacion de acidos nucleicos pueden citarse diversas variantes de tecnicas de 

"ranched-DNA", comercializada por Roche (ww.rocte-rt*ann«r,~ , } que permiten 

la cuantificacion directa de virus pafogenos en el torrente sangulneo, entre ellos el de 
la inmunodeficiencia humana o los de las hepatitis B o C (Collins et al, 1997). La 
hibridaci6n diferencial de genomas de microorganismos con sondas ' de acidos 
nucleicos inmovilizados en tiras de nitrocelulosa (tecnicas de "LiPA", comercializadas 
por Abbott) permite realizar genotipado de variantes o cepas vfricas (Stuyver et al 
1997). 

Otro sistema de reconocimiento biol6gico se basa en el estudio del 
metabolismo microbiano. Asf, la medida del aumento de la concentracion de un 
compuesto en funcidn de la respiraci6n celular, o la inhibicidn de la respiracion por 
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dicho compuesto, y el reconocimiento especffico de promotores o reguladores de la 
expresibn genica por parte del compuesto, son ejemplos de este tipo de biosensores 
(Karube, 1990; Riedel, 1998). Se han desarrollado microorganismos gen§ticamente 
modificados, mediante la transformation con plasmidos que portan genes reporteros 
(luciferasa, beta-galactosidasa, etc) bajo el control de un promotor reconocido por el 
analito de interns, que reconocen y detectan la presencia de contaminantes 
ambientales. 

El desarrollo reciente de la tecnologfa de microarrays de DNA, tambten 
llamados chips o microchips de DNA (Southern et al., 1994; para una revisi6n v6ase 
Nature Genetics 21, suplemento, 1999), permite fijar covalentemente a un soporte 
s6lido (vidrio, nitrocelulosa, nylon etc.) miles de sondas moleculares (acidos nucleicos, 
protefnas, carbohidratos, etc), constituyendo asf un avance considerable tanto en 
escalado como en posibilidad de desarrollo de los biosensores por bioafinidad. 

Los chips de DNA pueden aplicarse a estudios de expresi6n g6nica, 
resecuenciacibn de genomas y genotipado, principalmente. Es posible analizar la 
expresibn a nivel de RNA de miles de genes a partir de muestras de tejidos enfermos 
(cancer, infectados por virus, bacterias, hongos, etc.) o de los agentes infecciosos 
propiamente dichos (Cheng et al., 1998). El descubrimiento de los genes implicados 
en estos procesos permite encontrar y disenar nuevas drogas, nuevos m6todos de 
diagn6stico, etc. Estudios de resecuenciacibn y genotipado permiten descubrir 
mutaciones y polimorfismos de un nucle6tido (SNPs) en los organismos estudiados 
(Haciaetal., 1999). 

Otro campo de aplicaci6n de los chips de DNA es ei de la identificaci6n de 
especies de microorganismos, principalmente de las variantes o cepas (m£s o menos 
virulentas) de una misma especie (Gingeras et al., 1998), bien con fines clfnicos 
(resistencia a drogas, toxinas, factores de patogenicidad, etc.) o bien con fines 
ecol6gicos (biodiversidad, dispersi6n polimorfica, etc.). Gingeras et al. construyeron un 
chip de DNA con oligonucle6tidos interrogando todas las posiciones (en las dos 
cadenas) de un fragmento de DNA de 705 pb del gen rpoB de Mycobacterium 
tuberculosis, para analizar en una colecci6n de 63 aislados clfnicos de M. tuberculosis 
la existencia de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina. La identificacibn 
de especies se basa en la existencia de polimorfismos especfficos de especie que 
pueden ser facilmente determinadas con un microchip de DNA. Otro ejemplo de la 
utilization de chips de DNA para identificar bacterias lo constituye la patente 
estadounidense ndmero 5.925.522, donde Wong et al.(1999) describen metodos para 
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la detection de Salmonella mediante chips de DNA con secuencias de 
oligonucleotides espeefficas. 

Uno de los principles problemas a la hora de analizar la presencia de 
sustancias en un medio es que estas esten, en la mayoria de los casos, muy diluidas, 
5 por lo que se hace necesaria la utilizaci6n de grandes voldmenes de pallida. Por 
ejemplo, las bacterias Gram negativas infecciosas pueden estar presentes en menos 
de 10 copias por mililitro (ml) de sangre o de agua potable, virus como el de la 
inmunodeficiencia humana pueden existir en menos de 5 copias por ml de sangre en 
un paciente infectado, y agentes infecciosos como Escherichia coli y Salmonella 

10 pueden manifestarse en menos de 10 copias por gramo.de comida. La patente 
europea ntimero EP1 179585 . A3 (fecha de publicacibn 13-02-2002) aporta una 
soluci6n al problema de aplicar grandes volumenes a sistemas de anSlisis basados en 
microflufdica, mediante la incorporaci6n de chips microflufdicos o componentes en 
cartuchos mas grandes que contienen cualquier combinacibn de canales, c£maras, 

15 reservorios o regiones de detecci6n y procesamiento. En dicha invention se describe 
un utensilio para la separation de analitos de un fluido y concentrarlos en un volumen 
inferior al original. Dichos analitos pueden ser desde organismos, c6lulas, protefnas, 
£cidos nucleicos, carbohidratos, partfculas vfricas, compuestos qufmicos o 
bioqufmicos, aunque el uso preferential es para la deteccidn de £cidos nucleicos. 

20 Por todo lo anterior, resulta evidente que la capacidad de medir los 

contaminantes o pat6genos del aire, agua y suelo es crucial a la hora de comprender 
y evaluar los riesgos de la presencia de dichos analitos sobre la salud humana y el 
ecosistema. Los costes inherentes a la qufmica analftica son cada vez m£s altos, y 
como respuesta se ha avanzado considerablemente tanto en los m6todos de 

25 detection en el laboratorio como el las tecnicas analfticas de campo, donde la toma de 
muestras y el anSlisis se hacen in situ. Con la incorporaci6n de metodos de campo se 
reduce el transporte de muestras con todo lo que ello conlleva, empaquetado, 
transporte, almacenaje y cuidado, etc, y se facilita la toma de decisiones. Por otra 
parte, las tecnicas in situ permiten una importante reduccibn en el tiempo comprendido 

3 0 entre la toma de la muestra y su analisis, con lo que se reduce notablemente el riesgo 
de degradaci6n (qufmica, fotoqulmica o termica) o contaminaci6n de la misma. No 
obstante, y aunque se trata de mtStodos relativamente m£s rSpidos y baratos, tienen 
ciertas limitaciones como es la capacidad de analizar un rango estrecho de 
compuestos y una sensibilidad y precision inferior a las tecnicas ctesicas de 

35 laboratorio. Sin embargo permiten la toma de un gran ndmero de muestras en sitios 
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contaminados y son especialmente importantes para planes de estudio integral en 
ciertas areas donde un seguimiento continuo se hace imprescindible. Los metodos 
usados deben anticipar la presencia de contaminantes o pat6genos no esperados, e 
incluso en concentraciones muy pequenas que, sin embargo, pueden ser altamente 
5 peligrosas. 

La caracterizaci6n de areas contaminadas debe llevarse a cabo mediante una 
combinaci6n de metodos analfticos de laboratorio y metodos de diagnbstico y rastreo 
in situ. Una vez identificado un marcador clave, los metodos de campo permiten 
mapear su distribuci6n espacial y temporal, asf como realizar un seguimiento preciso a 

10 lo largo de un eventual proceso de remediaci6n. Han sido descritas, y muchas de ellas 
ya comercializadas, una gran variedad de tecnicas de laboratorio basadas en 
biosensores para detectar y medir la concentration de biomarcadores en un medio o 
en un organismo. Un gran numero de tales tecnicas son llevadas a cabo por 
instrumentos de una forma semiautomatica y robotizada. Tales instrumentos, ademas 

15 de su complejidad, gran tamano y alto coste econ6mico, deben competir con otros 
metodos de campo como inmunoensayos, kits para test qufmicos, y otras tecnicas de 
laboratorio miniaturizadas, aparte de los obstaculos de comercializaci6n comunes a 
este tipo de productos tan especializado. Actualmente existen diversos equipos 
portatiles para la deteccibn de analitos in situ, pero requieren de personal 

20 especializado para su manipulation. Por tanto, un buen instrumento biosensor debe 
ser suficientemente versatil como para medir varios elementos y en un amplio rango 
de concentraciones, poseer pequeno tamano, as! como ser capaz de detectar 
compuestos qufmicos complejos de una forma automatica, continua y por control 
remote Equipos de estas caracteristicas son los indicados para la monitorizaci6n 

25 continua de analitos en estaciones fijas de rfos, mares, lagos, etc, o para incorporarse 
a un sistema m6vil (por ejemplo, un robot) que permita analizar muestras en diferentes 
puntos de suelos o medios acuaticos. 

La detecci6n de sustancias (analitos) contaminantes (t6xicas o no) en un medio 
u organismo es extremadamente importante a la hora de tomar decisiones tanto de 

3 0 caracter medio-ambiental como de caracter medico. En muchos casos basta con un 
analisis puntual, pero muchas veces es imprescindible una monitorizacidn continua de 
uno o varios analitos. Para ello se requiere la repetition del proceso tantas veces 
como sea necesario por parte de un operario especializado, con el consiguiente coste 
en recursos (econ6micos, de tiempo y de personal debidamente formado) aparte de 

35 que los resultados pueden verse comprometidos por falta de uniformidad en dicho 
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proceso. Este problems suele solventarse mediante sistemas de toma de muestras y 
analisis automations o semiautom£ticos, con complicados y sofisticados instrumentos 
biom§dicos, o complejas estaciones de seguimiento medioambierital. AdemSs, el 
numero de sustancias analizadas simulteneamente mediante los m§todos actuates es 
5 muy bajo, o incluso de un unico analito en la mayorfa de los casos. Por ejemplo, los 
m6todos actuates m£s usados para el analisis microbiol6gico de aguas, suelos y 
edificios estan basados en las tecnicas de cultivo ctesicas, en ensayos inmunologicos, 
o m£s recientemente en la reacci6n de PCR, bien sea con equipos portables o en 
laboratorio, pero siempre un nCimero limitado de muestras y analitos. Por otro lado, 

10 existen situaciones especiales donde la toma de muestras y el analisis in situ se hace 
especialmente diffcil como en lugares de diffcil acceso o sitios altamente 
contaminados con productos t6xicos o biol6gicos. 

La presente invenci6n tiene por objeto eliminar los inconvenientes expuestos 
mediante el desarrollo de un aparato robotizado y susceptible de manejo por control 

15 remoto y a un m6todo que permiten el analisis de multiples muestras naturales, y la 
detecci6n y caracterizacion simultanea desde decenas hasta miles de analitos 
diferentes en un solo ensayo. La presente invenci6n se beneficia del desarrollo 
reciente de la tecnologfa de microarrays de DNA y protefnas, que ha aumentado 
enormemente la capacidad de analisis y la sensibilidad de detecci6n, permitiendo el 

2 0 estudio problemas biol6gicos, biom6dicos y biosanitarios. A diferencia de las 

tecnologfas basadas en microarrays que se han desarrollado hasta la fecha (que 
requieren de personal especializado, y de protocolos complejos y laboriosos para el 
procesado de las muestras), en la presente invenci6n el tratamiento de la muestra a 
analizar se reduce considerablemente y todo el proceso se realiza de forma 
25 robotizada. 

La invenci6n incluye un aparato capaz de procesar voltimenes que pueden ir 
desde nanolitros hasta mililitros de una muestra Ifquida (fluidos corporales, agua), o 
una suspensi6n (de suelo, sedimento o roca previamente triturada); y un m6todo que 
permite la deteccion de al menos un analito de una forma sencilla y sin necesidad de 

3 o purificar o concentrar dicha muestra. 

El aparato comprende una serie de m6dulos operativos, en los cuales se 
manipulan, tratan y analizan las muestras, y una serie de m6dulos de control, de los 
mbdulos operativos, que supervisan el funcionamiento de dichos modulos operativos. 
El funcionamiento de todo el conjunto esta supervisado por un m6dulo de control 
3 5 global. Ademas, el aparato cuenta con un modulo de comunicaciones 
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Mas concretamente, el aparato de la invenci6n consta de: 

- un Modulo Homogenizador de Muestras 

- un Modulo de Procesamiento de Muestras 

- un M6dulo de Gesti6n de Reactivos y Soluciones 
5 - un Modulo de Reaccion 

- un Modulo de Lectura de Datos 

AdemSs el aparato de la invenci6n puede incluir un m6dulo de adquisicibn de 
muestras y un mddulo de distribuci6n de muestras. 

En cuanto a los m6dulos de comunicacion y control incluiran: 
10 - un M6dulo de Comunicaciones 

- un M6dulo de Control Global 

- un M6dulo de Control de la Adquisici6n de Muestras 

- un M6dulo de Control de la Distribucibn de Muestras 

- un M6dulo de Control del Homogeneizador de Muestras 
!5 - un Modulo de Control de del Procesamiento y Reacci6n 

- un Modulo de Control del Gestor de Reactivos y Soluciones 

- un m6dulo de Control del Lector de Datos 

La secuencia de procesos que se HevarSn a cabo con el aparato y metodo de 
la invenci6n es: 

20 1 - Extraccidn de la muestra a analizar a trav6s de un m6dulo de 

adquisicibn de muestras. Dichas muestras pueden estar en estado Hquido, s6lido o en 
suspensi6n. 

2. Las muestras son distribuidas por medio de un mbdulo de distribuci6n 
de muestras hasta la posicibn de homogenizacibn y procesamiento. 

25 3 - Previamente a la homogenizaci6n, se prepara una soluci6n o 

suspensi6n con el contenido de dichas muestras. Para ello, un m6dulo de gestidn de 
reactivos y soluciones controla la adici6n de una solucibn salina o una soluci6n 
tamp6n para que se mezcle con dicha muestra. 

4. La homogenizacion de la muestra consiste en formar una mezcla 
3 0 homogenea entre dicha muestra y la solucibn salina o tamp6n, con el fin de disgregar 

al maximo la materia particulada y de disolver los analitos presentes. Este proceso es 
llevado a cabo por el m6dulo homogenizador de muestras. 

5. La muestra homogenizada puede ser sometida a diferentes procesos 
en el modulo de procesamiento de muestras: modificaci6n qufmica, bioqufmica o 
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biologica (que interaccione con una c6lula viva), o modificaci6n ffsica como filtrado, 
concentration, etc. El resultado del procesamiento puede ser el etiquetado molecular 
o no de los analitos presentes en la muestra. Dicho etiquetado puede estar formado 
por una sustancia fluorescente o cualquier otra sustancia que permita la identification 
5 posterior del analito modificado. 

6. La muestra procesada circula a traves del m6dulo de reacci6n donde 
entra en contacto con un dispositivo sensor. Dicho sensor est£ constituido por una o 
m£s sustancias capaces de interaccionar con los analitos (modificados o no) 
presentes en la muestra, de tal forma que dichos analitos son retenidos en el modulo 

10 de reacci6n, mientras el exceso de muestra es almacenada en un dep6sito de 
desechos. 

7. Una vez ha circulado toda la muestra a traves del modulo de reaction, 
dicho modulo puede ser lavado, para eliminar restos de muestra procesada, con una 
solucibn controlada por el mbdulo de gesti6n de reactivos y soluciones. Esta operaci6n 

15 de lavado puede ser suprimida y anadir nuevos reactivos al m6dulo de reaccibn y 
posteriormente hacer nuevos lavados, en caso necesario. 

8. El objetivo final es la deteccidn de analitos retenidos en el sensor del 
m6dulo de reaccibn. Para ello el m6dulo de lectura de datos est£ dotado de 
dispositivos que detectan aquellos analitos etiquetados (fluorescentes o no). Si dichos 

20 analitos han sido modificados con una sustancia fluorescente (fluorocromo), el m6dulo 
de lectura ir£ dotado de una fuente de radiaci6n para excitar dicho fluorocromo y un 
detector de fluorescencia. 

9. Los datos detectados son procesados por un software adecuado para 
una presentaci6n final del resultado. Dicha presentaci6n puede estar constituida por 

25 un mapa de "bits" que origine una imagen susceptible de ser tratada 
inform£ticamente, bien por el software del modulo de lectura de datos, bien por una 
estacion remota. 

10. El resultado final del proceso es enviado a una estaci6n remota a trav6s 
del m6dulo de comunicaciones. 
3 0 Las principales ventajas que aporta la presente invention respecto de los 

sistemas actuales son: 

1 . Potential de automatization del sistema completo, desde la toma 

de muestras, procesamiento, an£lisis hasta el envfo de datos 
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2. Simplificaci6n considerable del numero de etapas necesarias para el 
procesado de las muestras 

3. Potential de miniaturizaci6n 

4. Capacidad para detectar de una sola vez desde unos cuantos hasta 
miles de sustancias, preferentemente compuestos de origen biologico. 

5. Requerimientos energeticos bajos 

6. Gran autonorrna 

7. Posibilidad de control remoto. 

8. Posibilidad de aplicacibn a la exploracibn planetaria (por ejemplo Marte) 
A continuacidn se va a proceder a realizar una descripci6n detallada de cada 

uno de los m6dulos que componen la invencidn. 

En resumen, el m§todo de la invenci6n, para la detection de sustancias o 
analitos a partir del an£lisis de una o mas muestras, comprende las etapas de: a) 
mezclar dicha muestra con un Ifquido tampon apropiados; b) homogeneizar.con un 
sistema homogeneizador: c) anadir reactivos para modificar dicha muestra; d) filtrar la 
muestra; e) inyectar dicha muestra a una c£mara de reacci6n; f) dejar reaccionar la 
muestra con un biosensor; g) lavar el exceso de muestra no reaccionada; y h) detectar 
la muestra retenida en el biosensor. Las diferentes etapas se desarrollaran siguiendo 
un orden que puede variar y que depended del tipo de muestra a analizar. 

1 Modulo de Comunicaciones 

El M6dulo de Comunicaciones es el interfaz del equipo con el usuario, que 
puede ser local o remoto. En caso de tratarse de uno local el modulo de 
comunicaciones permitira establecer una conexion segiin alguno de los siguientes 
protocolos: 

1 . Consola, en caso de usuario local. 

2. Enlace vfa serie RS232, RS422 o RS485. 

3. Enlace paralelo. 

4. Enlace mediante USB (Universal Serial Bus). 

5. Enlace TCP, UDP, IP o cualquier otro protocolo para la transmisidn de 
datos entre ordenadores. 

6. Enlaces vfa radio, IRDA, ... 

7. Buses de campo: PROFIBUS, CAN, FieldBus, InterBUS-S, ... 

8. Enlaces telef6nicos: GSM, ... 

En el caso del establecimiento del enlace de datos, el m6dulo de 
comunicaciones realiza las tareas de codificacibn de datos, encapsulamiento, control 
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de acceso al medio, envio/recepci6n de datos/comandos e implementacidn de 
opciones de seguridad mediante la validaci6n de la integridad de los comandos. 

2. - Controlador global 

Este es el modulo que controla y supervisa el funcionamiento de todo el equipo 
5 y realiza al menos las siguientes funciones: 

1. Recepci6n de los mensajes procedentes del M6dulo de 
Comunicaciones. Validaci6h de los par£metros y ordenes recibidas. Interpretaci6n de 
tales 6rdenes (tareas) enviadas por el usuario. 

2. Sistema de ejecucion de tareas: secuenciacibn global de subprocesos, 
10 envfo de 6rdenes-a los controladores locales correspondientes. 

3. Realizacibn de tareas autom£ticas preprogramadas. 

4. Supervisi6n del funcionamiento de cada m6dulo: realizacidn de 
subtareas y verificaciones de seguridad (monitorizaci6n de los par£metros del proceso 
y comprobaci6n de su inclusion en los correspondientes rangos adecuados de 

15 funcionamiento). Control de parada de emergencia si la seguridad asf lo requiere. 

5. Recuperaci6n ante fallos de subsistemas. 

6. Envfo al operador de los valores de los par£metros de trabajo para su 
monitorizaci6n general del proceso a traves del Modulo de Comunicaciones. 

Adem£s, este controlador puede permitir tanto la operaci6n cercana como 

2 0 remota del aparato. 

3. - M6dulo de Adquisici6n de las Muestras 

Se define M M6dulo de Adquisici6n de las Muestras" como el m6dulo que 
permite extraer, almacenar y transportar las muestras a analizar de una manera 
robotizada; estas muestras pueden ser: sblidas, Ifquidas, en suspensi6n. 
25 El Modulo de Adquisici6n de Muestras consta de dos partes: un dispositivo 

para la extracci6n de la muestra y otro para su almacenaje y transporte hasta la tolva 
de entrada. 

Se identifican las siguientes realizaciones particulars: 
1 . En una realizaci6n particular de la invenci6n, para la «xtracci6n de 

3 0 muestras s6lidas, el m6dulo consta de un robot con al menos seis grados de libertad 

con una herramienta colocada en su extremo distal que permite el taladrado del suelo 
o la roca por medio de un percutor que esta accionado por un sistema hidr£ulico, 
neumatico o mec^nico, cuando funcione a frecuencias entre 1 Hz y 1 KHz, y 
accionado por un actuador piezoelSctrico para frecuencias hasta 60 KHz. El transporte 
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del solido pulverizado se realiza por medio de un sistema de aspiraci6n y transporte 
neumatico. 

2. En otra realizaci6n particular de la invenci6n, para la extracci6n de 
muestras liquidas se utiliza un sistema hidraulico de bombeo que deposita la muestra 

5 liquida en la tolva. 

3. En otra realizaci6n particular de la invenci6n, para la extracci6n de 
muestras en suspensi6n (en aire), el mbdulo consta de un sistema de succion y 
filtrado. El filtro, con las partfculas retenidas se traslada parte del liquido al Mbdulo de 
Distribuci6n de Muestras. 

10 4. En otra realizaci6n particular de la invenci6n, un sistema de 

succi6n toma aire del medio que rodea a la invenci6n y se bombea el gas obtenido en 
una disoluci6n, posteriormente una bomba traslada parte del liquido al Modulo de 
Distribuci6n de Muestras. 

4.- Controlador de la Adquisicidn de Muestras 
15 El Controlador de la Adquisici6n de Muestras se encarga de controlar todos los 

mecanismos encargados de realizar las funciones descritas en el apartado 3. 

El m6dulo de control de la adquisicidn de muestras sera activado por el m6dulo 
de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviara una serial electrica 
anal6gica o digital al m6dulo de control global cuando haya finalizado su funci6n, al 
2 0 igual que cuando se haya detectado algun error en su ejecuci6n. 

En la realizaci6n particular del Modulo de adquisicibn de muestras identificada 
en el punto 1 del apartado 3 el modulo de control de la adquisici6n de muestras 
realizara el control del brazo articulado, asi como de la herramienta de que disponga 
para la realizaci6n de orificios en el suelo, rocas, ... y del dispositivo que se utilice para 
25 recoger las muestras pulverizadas. 

En la realizacibn particular del modulo de adquisici6n de muestras identificada 
en el punto 2 del apartado 3 el mbdulo de control de la adquisici6n de muestras 
realizara el control de la bomba encargada de la toma de muestras liquidas. 

En la realizacidn particular del m6dulo de adquisici6n de muestras identificada 
30 en el punto 3 del apartado 3 el m6dulo de control de la adquisici6n de muestras 
controlara el sistema de succidn de aire y el mecanismo que traslada el filtro al m6dulo 
de distribuci6n de muestras. 

En la realizaci6n particular del m6dulo de adquisicibn de muestras identificada 
en el punto 4 del apartado 3 el m6dulo de control de la adquisicibn de muestras 
35 controlara el sistema de succi6n de aire y la bomba que toma la muestra liquida del 
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dep6sito donde se ha bombeado el aire y la deposita en el modulo de distribuci6n de 
muestras. 

5. - Modulo de Distribucibn de Muestras 

Se define "Modulo de Distribuci6n de Muestras" como el conjunto de 
dispositivos que permite el anSlisis independiente de varias muestras tomadas con el 
mismo modulo de adquisicion de muestras, por lo que neceslta de un mecanismo de 
distribucion de las muestras desde la tolva de entrada hacia los diversos recipientes 
de homogeneizaci6n del M6dulo de Procesamiento de Muestras 

En una realizaci6n particular, el modulo de distribucion de muestras consta de 
un dispositivo movil, por ejemplo en forma de tambor giratorio, capaz de alojar uno o 
mas recipientes de homogeneizaci6n, que permite situar debajo de la tolva de entrada 
el recipiente que se desea utilizar, para recibir la muestra s6lida o liquida, o un filtro 
con partfculas en suspensi6n retenidas. Una vez introducida la muestra en la c£mara 
de homogeneizaci6n, se gira nuevamente el tambor hasta situar el recipiente alineado 
con el bastidor m6vil del M6dulo de Procesamiento de Muestras, para iniciar su 
procesado. 

El dispositivo m6vil o tambor giratorio puede ir montado sobre un eje vertical u 
horizontal, con facultad de giro sobre el mismo. 

6. - Controlador de la Distribuci6n de Muestras 

El Controlador de la Distribuci6n de Muestras se encarga de controlar los 
mecanismos, sensores y actuadores electromec£nicos encargados de distribuir 
adecuadamente las muestras introducidas en el m6dulo de distribucion de muestras. 

El m6dulo de control de la distribuci6n de muestras ser£ activado por el mddulo 
de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviar£ una senal el6ctrica 
anal6gica o digital al m6dulo de control global cuando haya finalizado su funci6n, al 
igual que cuando se haya detectado algun error en su ejecucion. 

En la realizaci6n particular indicada en el apartado 5 se encarga de controlar el 
motor que gira el tambor giratorio utilizando los sensores correspondientes para 
identificar la posici6n del tambor. 

7. - Modulo del Homogeneizador de Muestras 

El Modulo del Homogenizador de Muestras est£ constituido por un dispositivo 
capaz de actuar sobre las muestras para producir su homogenizacion. Dicho 
dispositivo puede ser de accion mecdnica, como trituradores y vibradores, de acci6n 
termica (resistencias, etc), o generadores de ondas (ultrasonidos, etc.). Dichos 
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dispositivos son capaces de regular el grado de agitacion y homogenizaci6n de dichas 
muestras, desde una mezcla suave hasta producir la ruptura de cetulas (lisis) tan 
resistentes como pueden ser las esporas de algunos microorganismos. 

Se hah identificado las siguientes realizaciones particulares del m6dulo 
5 homogenizador de muestras: 

1 . En una realizaci6n particular de la invenci6n, el modulo homogenizador 
de muestras este formado por un dispositivo piezoel6ctrico generador de ultrasonidos 
que convierte la energia electrica de alta frecuencia, suministrada por el controlador 
del homogeneizador, en vibraciones longitudinales. Tales vibraciones son amplificadas 
0 por el extremo libre de una bocina, firmemente unida al dispositivo piezoel6ctrico. El 
modulo homogenizador de muestras est£ alojado dentro del bastidor de cierre de la 
c£mara principal del Modulo de Procesamiento de Muestras, firmemente sujeto a 61 y 
en contacto con la pared de cierre de dicha cSmara. 

Las vibraciones de la bocina generan ondas de presion en la solucibn o 
5 suspension que contiene la muestra procesada que, a su vez, producen cavltaci6n 
dentro de dicha solucidn o suspensi6n, disgregando la materia particulada y lisando las 
c§lulas que pudieran existir en la muestra, y homogeneizando, de esta forma, dicha 
muestra. El lisado se puede mejorar introduciendo en la muestra liquida micro-esferas. 

El lisado por ultrasonidos se puede realizar por medio de la acci6n directa de la 
:0 bocina en el Ifquido o a trav6s de una membrana tal como se realiza en la patente US 
6431476. 

Los sensores de presion y temperatura del M6dulo de Procesamiento de 
Muestras monitorizan el adecuado funcionamiento del proceso. 

2. En otra realizaci6n particular de la invenci6n, el m6dulo homogenizador de 
!5 muestras este formado por un homogenizador mec£nico de aspas o pistbn. La acci6n 
mec£nica de las aspas o el pist6n en el liquido y el rozamiento mismo con las paredes 
permite la homogenizacibn e incluso lisado. La mejora de la homogenizacibn es posible 
anadiendo agentes abrasivos. 

8.- Controlador del Homogeneizador de Muestras 
1 0 El Controlador del Homogeneizador de Muestras se encarga de controlar los 

mecanismos electromec£nicos y sensores necesarios para homogeneizar 
adecuadamente las muestras introducidas en el m6dulo homogenizador de muestras. 

El m6dulo de control del homogeneizador de muestras ser£ activado por el 
m6dulo de control global, realizar las funciones preprogramadas y enviar£ una senal 
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electrica analdgica o digital al mbdulo de control global cuando haya finalizado su 
funcion, al igual que cuando se haya detectado algtin error en su ejecucion. 

En la realizaci6n particular 1 del apartado 7 el m6dulo de control del 
homogeneizador de muestras convierte la energfa electrica del sistema de 
5 alimentacion en energfa electrica de alta frecuencia trasmiti§ndosela al piezoelectrico 
segun la secuencia temporal prefijada. Ademas regula el voltaje de salida al 
piezoelectrico modificando la amplitud de la vibraci6n. 

En la realizaci6n particular 2 del apartado 7 el mbdulo de control del 
homogeneizador de muestras debe activar/desactivar el dispositivo electromec£nico 
10 que acciona las aspas o el pist6n. 

9.- M6dulo de Procesamiento de Muestras 

El "Modulo de Procesamiento de Muestras" se define como un conjunto de 
dispositivos cuya finalidad es someter dichas muestras a diferentes tratamientos 
ffsicos (homogenizaci6n, lisado, agitacidn, calentamiento, radiaci6n, etc), qufmicos 

15 (modificaci6n con agentes qufmicos o bioqufmicos como reacciones enzim£ticas, etc), 
o biol6gicos (interacci6n con microorganismos). 

En una realizaci6n particular de la invenci6n el modulo de procesamiento de 
muestras consta de dos subconjuntos claramente diferenciados: un recipiente de 
homogeneizaci6n que alberga la muestra dentro de la c£mara de homogeneizacion, y 

20 un bastidor movil de cierre de dicha c£mara. 

En una realizaci6n particular de la invencibn, el m6dulo de procesamiento de 
muestras incluye desde uno a varios recipientes de homogenizaci6n, permitiendo el 
an£lisis de al menos una muestra por recipiente. Cada Recipiente de Homogenizacion 
este provisto de una o m£s cdmaras principals de homogeneizaci6n, rodeada de 

25 yarias camaras secundarias conectadas con ella por conductos de diversos tamanos. 
La c^mara principal de homogeneizaci6n, est§ abierta para recibir, recibe las 
muestras en estado solido o liquido, a trav6s de la tolva del m6dulo de adquisici6n de 
muestras. Durante el procesamiento de la muestra, esta abertura es herm§ticamente 
cerrada por el pist6n del bastidor de cierre del m6dulo de procesamiento de muestras. 

3 0 Las camaras secundarias del Recipiente de Homogenizacion esten hermSticamente 
selladas con tapones de silicona, y comunicadas por medio de conductos de varios 
tamanos de secci6n con la camara principal. Estas camaras secundarias son 
utilizadas para la introduccion de diversos reactivos en la camara de 
homogeneizacion, inyectados por medio de las cSnulas del M6dulo de Gesti6n de 

35 Reactivos y Soluciones. Varias de estas camaras secundarias alojan sondas para 
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medir parametros de los procesos realizados en la camara principal de 
homogeneizacion (temperatura, presi6n, pH, conductivldad, etc.). 

La pared de la camara principal dispone de un orificio de venteo, que 
determina el momento de cierre hermetico de dicha camara por el piston, al ser 
5 sobrepasado dicho orificio por el pist6n, por ejemplo por una junta anular de 
estanquidad de dicho piston. Ademas este piston sera desplazable dentro de la 
camara principal, a partir de la posici6n de cierre hermetico, para provocar el aumento 
de presion dentro de la camara. A traves de este orificio de venteo pueden 
introducirse las muestras en la camara principal. 

10 Las camara secundarias pueden ir cerradas por un lado mediante tapones a 

traves de los cuales pueden introducirse canulas pertenecientes al mddulo de gesti6n 
de reactivos para la inyecci6n de reactivos o soluciones, y por el otro lado con valvulas 
normalmente cerradas y accionadas electricamente, mecanicamente por el 
movimiento del bastidor del m6dulo de homogeneizaci6n, por medio de una 

15 sobrepresi6n generada por el modulo de gesti6n de reactivos. 

En una realizaci6n particular de la invenci6n, cada recipiente de 
homogeneizaci6n incluye, tambien, un sistema de filtros y una valvula situados en el 
conducto de salida de la muestra. El filtro se utiliza paraevitar que s6lidos de un 
tamano superior al deseado accedan al M6dulo de Reacci6n. La valvula a is I a o 

20 comunica al Recipiente de Homogeneizacion con el M6dulo de Reacci6n, permitiendo 
controlar el momento en el que la muestra procesada debe ser inyectada en el Modulo 
de Reacci6n. 

En una realizaci6n particular de la invenci6n el m6dulo de procesamiento de 
muestras consta de un segundo subconjunto consistente en el bastidor m6vil de cierre 

25 de la camara de homogeneizacion. Durante el procesamiento de la muestra, este 
subconjunto realiza el cierre hermetico de la parte superior de la camara de 
homogeneizaci6n, por medio de un pist6n fijo al bastidor y provisto de una junta de 
estanqueidad. El bastidor m6vil es unico para todos los recipientes del m6dulo de 
procesamiento de muestras, los cuales son alineados con el bastidor mediante el 

30 tambor giratorio del modulo de distribuci6n de muestras. El bastidor esta guiado 
axialmente y accionado por un motor paso a paso, con una reducci6n de tornillo- 
tuerca. Para ello, dicho bastidor va montado sobre el eje del m6dulo de distribuci6n de 
muestras, a uno de los lados de dicho tambor o dispositivo movil. Este sistema 
permite un control muy preciso del avance axial del piston. A su vez, el bastidor m6vil 

35 aloja las canulas del m6dulo de gesti6n de reactivos y soluciones y el sistema 
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piezoeiectrico del mbdulo homogenizador de muestras, lo cual permite un 
posicionamiento preciso para la inyeccion de reactivos, mediciones de parametros de 
la muestra y ejecucion de la homogeneizacidn. El avance del pist6n dentro de la 
camara de homogeneizaci6n, una vez producido el cierre herm6tico, genera una 
5 sobre-presion en la solucion o suspensi6n a tratar, garantizando el contacto necesario 
entre la bocina del sistema piezoelectrico y la pared del piston para la generaci6n de 
cavitation en la soluci6n o suspension. 

En la realizaci6n descrita el bastidor en el que va montado el pistdn para el 
cierre del recipiente va 'situado por encima del tambor giratorio de eje vertical, pero en 

10 el caso de que el tambor giratorio sea de eje horizontal, dicho bastidor irfa situado a 
un lado del tambor giratorio, de forma que al otro lado del mismo pueden situarse los 
diferentes recipientes. En cualquier caso, cada uno de los recipientes del m6dulo de 
procesamiento de muestras puede ir dotado de medios para su cierre. Estos medios 
pueden consistir en un piston o vSlvula montado en cada recipiente y accionado por el 

15 movimiento del bastidor desplazable del m6dulo de homogeneizaci6n. 

10. - Controlador del Procesamiento y Reaccion de Muestras 

El Controlador de Procesamiento y Reacci6n de muestras se encarga de 
controlar los mecanismos electromec£nicos y sensores necesarios para procesar 
adecuadamente las muestras introducidas en el M6dulo de procesamiento de 
20 muestras e inyectarlas en el mddulo de reacci6n, despues del procesamiento 

El CPR ser£ activado por el mddulo de control global, realizar las funciones 
preprogramadas y enviar£ una senal el6ctrica anal6gica o digital al m6dulo de control 
global cuando haya finalizado su funcion, al igual que cuando se haya detectado algun 
error en su ejecucion. 

25 En la realizaci6n particular mencionada en el apartado 9 el CPR se encarga de 

controlar los componentes electromec£nicos que posicionan el bastidor en el 
Recipiente de Homogeneizaci6n, asi como los sensores que se utilizan para conocer 
la position del bastidor, y los que monitorizan la camara de homogeneizacion. 

11. - Modulo de Reacci6n 

30 Se define "Modulo de Reaccion" como un dispositivo que consta de un soporte 

donde se encuentra una camara de reaccion, comunicada por un conducto principal 
con el m6dulo de procesamiento de muestras, y por otro conducto con el Modulo de 
Gestion de Reactivos y Soluciones. La camara de reaccibn aloja un biosensor o 
sistema sensor capaz de detectar sustancias (desde moleculas a microorganismos 
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completos) presentes en la soluci6n o suspensi6n. Dicho sistema sensor puede estar 
constituido por al menos una sustancia detectora en formato de micromatriz ( biochip) 
de ADN o protefnas, o cualquier sistema basado en microflufdica. Dichas sustancias 
detectoras pueden elegirse del grupo formado por: a) una sustancia de naturaleza 
amino£cida; b) una sustancia de naturaleza proteica; c) una sustancia de naturaleza 
nucleotica; d) un £cido nucleico; e) un acido nucleico-peptfdico (BNA); f) una sustancia 
de naturaleza lipfdica; g) una sustancia de naturaleza sacaridica; h) una sustancia que 
sea combinaci6n de al menos dos de las anteriores; j) una celula completa viva; j) una 
celula completa en forma de espora; k) un lisado o extractor celular; I) un tejido 
formado por celulas; m) un virus completo o cualquiera de sus componentes; n) 
polfmeros sint§ticos y o) polfmeros impresos molecularmente (MIP, molecularly 
imprinted polymers). Las protefnas capaces de unirse especfficamente a otras 
sustancias pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales. Adem£s, los 
compuestos modificadores de la muestra pueden elegirse entre un reactivo qufmico 
capaz de unirse a alguno de los analitos presentes en la muestra, o una o m£s 
sustancias de entre las mencionadas anteriormente, o una combination de las 
mismas.Dicha micromatriz puede estar constituido por un tinico tipo o una mezcla de 
las sustancias detectoras mencionadas (por ejemplo, una micromatriz que contenga 
puntos de ADN y de protefnas en un mismo soporte). La c£mara de reacci6n puede 
funcionar como una celula de flujo, de manera que la solution o suspensibn 
procedente del m6dulo de procesamiento de muestras circula a trav6s de dicha 
c£mara de reacci6n para permitir la interacci6n de las sustancias presentes en la 
solucidn o suspensi6n con la sustancia o sustancias detectoras presentes en el 
sensor. La senal de la muestra retenida en el biosensor puede ser amplificada por un 
c6ctel o muestra conteniendo una o mas sustancias de las citadas anteriormente. 

En una realization particular de la invenci6n, la soluci6n o suspensidn circula 
desde el m6dulo de procesamiento de muestras al m6dulo de reacci6n a traves de 
una v£lvula, un sistema filtros, y un conducto principal. Por este conducto entra la 
muestra, una vez procesada, a la camara de reaccion. Esta misma cdmara tiene un 
conducto de saiida conectado con el un recipiente almac6n de desechos donde 
termina la muestra una vez ha reaccionado con la sustancia o sustancias detectoras 
presentes en el sensor. A la camara de reaccion llegan directamente uno o varios 
conductos adicionales desde las c£maras secundarias del nr»6dulo homogenizador de 
muestras. Estos conductos permiten inyectar reactivos o, simplemente, disolucion de 
lavado, en la camara de reacci6n, antes de realizar la lectura o medida de ia reacci6n. 
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En una realizaci6n particular, la solucion o suspension, una vez 
homogeneizada, se hace reaccionar con un reactivo fluorescente que pueda quedar 
incorporado (mediante enlace covalente, i6nico, hidrof6bico o de otro tipo) a las 
sustancias (desde moteculas a microorganismos completos) presentes en dicha 
soluci6n o suspension. Una vez incorporado dicho reactivo fluorescente, el exceso del 
mismo que no ha reaccionado.es inactivado por una sustancia inactivante que impida 
su reaccion posterior. Dicha sustancia inactivante puede ser un bloqueante qufmico 
que aporte un exceso de grupos funcionales reactivos con el reactivo fluorescente (por 
ejemplo, grupos amino, carboxilo, sulfhidrilo u otros). Una vez inactivado el exceso de 
reactivo fluorescente, la muestra es filtrada e inyectada en la c£mara de reacci6n de 
forma continua o discontinua. Su paso por la cSmara de reacci6n permite la 
interacci6n con las sustancias detectoras del sensor. Una vez producida la reacci6n, el 
exceso de muestra marcada no retenida en el sensor es eliminado por lavados 
sucesivos de la cSmara de reacci6n. El Ifquido de lavado es almacenado en el 
dep6sito de desechos. 

En otra realizacibn particular de la invencibn, la senal de la muestra retenida en 
el sensor es amplificada por un c6ctel conteniendo una o m£s sustancias (ADN, 
anticuerpos, PNA, etc) marcados con una sustancia fluorescente, un compuesto 
met£Iico, o una enzima. Dicho c6ctel es almacenado en una de las c£maras 
secundarias del MPM, hasta que es inyectado a la c£mara de reaccion una vez ha 
sido lavado el exceso de muestra que no ha reaccionado con el sensor. Tras un 
perfodo adecuado de incubation el exceso de dicho c6ctel no retenido es evacuado 
con la solucibn de lavado. 

Las diferentes c£maras del m6dulo de reaccibn ir£n montadas en un 
dispositivo movil, por ejemplo en el tambor movil del m6dulo de distribuci6n. 

12.- Modulo de Gestibn de Reactivos y Soluciones 

Se define "M6dulo de Gesti6n de Reactivos y Soluciones" como un conjunto 
de dispositivos para almacenar y dispensar con precisi6n, en el momento requerido, 
las diferentes soluciones y reactivos que intervienen en las diferentes etapas de 
procesamiento de las muestras: homogeneizaci6n, modificacibn, reaccidn, lavado, etc. 

En una realizaci6n particular de la invenci6n, el elemento principal del modulo 
de gestion de reactivos y soluciones to compone una jeringa motorizada que realiza 
las funciones de almacenamiento y dispensador de fluidos. El modulo consta de 
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tantos conjuntos id§nticos de jeringas motorizadas como reactivos diferentes sean 
necesarios. Cada conjunto incorpora los siguientes elementos: 

1. Una jeringa, fija al bastidor del m6dulo, cuya capacidad depende del 
numero de muestras a analizar. 

2. Un actuador lineal provisto de motor paso-a-paso que acciona el 
v£stago del embolo de la jeringa. El actuador est£ disenado para poder inyectar con 
precisi6n fluidos en las camaras correspondientes cuando estas se encuentran a las 
presiones diferenciales definidas por el procedimiento funcional. 

3. Un sensor de posicion que determina la posici6n del embolo de la 
jeringa, permitiendo el control del conjunto en lazo abierto ("fin de carrera") o en lazo 
cerrado ("encoder")- 

4. Una v£lvula pasiva (antirretorno) o activa (motorizada) que mantiene la 
barrera de presion en los circuitos de fluidos cuando la jeringa no esta accionada. 

5. Una c£nula que, como elemento final del modulo, penetra a traves de 
los sellos de las camaras laterales del Recipiente de Homogeneizacion. La c£nula 
esta fija al bastidor m6vil del m6dulo de procesamiento de muestras y, por lo tanto, su 
movimiento de penetracion est£ sincronizado con el movimiento de avance de dicho 
bastidor. 

6. Todos los conductos y accesorios necesarios para conectar los 
diferentes componentes que forman el circuito de fluidos. 

En otra realizaci6n particular de la invenci6n, caracterizada por un ntimero 
importante de reactivos y/o soluciones, el mbdulo de gestion de reactivos y soluciones 
est£ formado por: 

• Varios depositos, tantos como reactivos y/o soluciones se quieran utilizar. 

• Un Onico sistema de bombeo capaz de aspirar los fluidos de los 
diferentes dep6sitos y de dispensarlos a la c£mara de homogeneizaci6n o de 
reacci6n. 

• Una o varias v£lvulas de distribucion, cada una de ellas provista de varias 
vfas de entrada y una via de salida, capaces de abrir o cerrar los diferentes 
conductos desde los dep6sitos hasta la camara de homogeneizacion o de reaccion. 

Esta configuracion del modulo de gestion de reactivos y soluciones simplifica al 
m£ximo el ndmero de actuadores requerido y el ndmero de vfas de inyeccibn. 
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En otra realizaci6n particular de la invenci6n, caracterizada por un numero 
importante de reactivos y/o soluciones, el m6dulo de gestidn de reactivos y soluciones 
este formado por: 

• Varias jeringas-dep6sito estancas, tantas como reactivos y/o soluciones 
5 se quieran utilizar, provistas de un embolo sin vastago, que divide la jeringa-dep6sito 

en dos compartimentos estancos: uno f provisto de via de salida con valvula 
antirretomo, para el reactivo o soluci6n, y otro, provisto de una via de entrada, para el 
fluido impulsor. 

• Un circuito cerrado del fluido impulsor, formado por un tinico sistema de 
10 bombeo capaz de aspirar dicho fluido de un deposito y de dispensarlo a los diferentes 
compartimentos estancos de las jeringas-depds'rto, accionando, de esta forma, los 
§mbolos de las mismas. 

• Una o varias v^lvulas de distribucibn, en el circuito del fluido impulsor, 
cada una de ellas provista de varias vfas de salida y una via de entrada, que permiten 

1 5 seleccionar la jeringa-dep6sito a actuar. 

• Vfas de salida e inyecci6n individuales para cada jeringa-dep6sito, 
provistas de valvula antirretomo y c£nula. 

• Como alternativa al punto anterior, via de inyecci6n comtin, provista de 
valvula antirretomo y cSnula, conectada con la via de salida de cada jeringa-dep6sito 

20 a trav6s de una o varias v£lvulas de distribucibn. 

Esta configuracidn del mbdulo de gesti6n de reactivos y soluciones simplifica al 
m£ximo el nCimero de actuadores requerido y permite la inyeccion de 
reactivos/soluciones a trav§s de vfas individuales u, opcionalmente, a trav6s de una 
Qnica vfa, si la compatibilidad de fluidos lo permite. 

25 13.- Controlador de la Gestidn de Reactivos y Soluciones 

El Controlador del M6dulo de Gestibn de Reactivos y Soluciones se encarga 
de controlar los mecanismos electromecanicos y sensores necesgrios para almacenar 
y dispensar con precisian, en el momento requerido, las diferentes soluciones y 
reactivos que intervienen en las diferentes etapas de procesamiento de las muestras. 

3 0 El CMGRS sera activado por el modulo de control global, realizar las funciones 

preprogramadas y enviar£ una serial electrica analogica o digital al m6du!o de control 
global cuando haya finalizado su funcibn, al igual que cuando se haya detectado algtin 
error en su ejecuci6n. 



WO 2004/106922 



PCT/ES2004/000244 



-21- 

En la primera realizacion particular indicada en el apartado 12 el CMGRS se 
encarga de controlar el actuador que mueve la jeringa; de monitorizar el sensor que 
determina la posici6n del embolo y de actuar sobre la electrovalvula que mantiene la 
barrera de presion (ver 4 de la primera realizaci6n indicada en el apartado 12). 

5 14.- Modulo de Lectura de Datos 

Se define "Modulo de Lectura de Datos" como el conjunto de dispositivos que 
permitan detectar las reacciones producidas en la c£mara de reacci6n, y procesar 
convenientemente las senates detectadas. 

En una realizacion particular de la invention, el detector de las reacciones es 
10 un lector CCD de alta resolucidn y sensibilidad, con la 6ptica y filtros necesarios para 
leer unicamente la frecuencia de la radiaci6n electromagn6tica producida como 
resultado de la reacci6n. Dicha radiaci6n electromagn6tica se produce por excitacion 
de una sustancia reactiva que interviene en el proceso de reaccion (motecula 
fluorescente). La excitacion de dicha sustancia reactiva se consigue con un haz de luz 
15 monocromatica procedente de un diodo laser. El lector CCD se encuentra enfrentado 
a la c£mara de reaccion, y el haz de luz teser incide en la c£mara de reacci6n con un 
cierto Sngulo para evitar que las reflexiones incidan sobre el lector CCD. 

La luz monocromatica puede ser guiada por medio de una gufa de onda donde 
se encuentra el biosensor que es excitado gracias a los modos evanescentes que se 
2 0 forman en la superficie exterior de la gufa de onda. 

15.- Controlador de la Lectura de Datos 

El Controlador de la Lectura de Datos se encarga de controlar los dispositivos 
utilizados para detectar las reacciones producidas en la c£mara de reacci6n. 

El modulo de control del lector de datos ser£ activado por el mbdulo de control 

2 5 global, realizar las funciones preprogramadas y enviar£ una senal etectrica anal6gica 

o digital al mbdulo de control global cuando haya finalizado su funci6n, al igual que 
cuando se haya detectado algtin error en su ejecucion. 

El modulo de control del lector de datos, en la realizacion particular indicada en 
el apartado 14 se encarga de activar el laser el tiempo prefijado asf como de leer la 

3 0 informaci6n recibida de la c£mara y procesarla adecuadamente (filtrado, identificacibn 

de las zonas activadas, cuantificacibn de las zonas activadas, etc.) y transmitirla 
posteriormente al m6dulo de control global. 
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Las caracteristicas y ventajas del aparato y m6todo de la invencion podran 
<x)mprenderse mejor con la siguiente descripcibn, hecha con referenda a los dibujos 
adjuntos, en los que se muestra un ejemplo de realization no limitativo. 

En los dibujos: 

5 La figura 1 es una vista isom6trica frontal del aparato de la invencibn. 

La figura 2 es una vista isomStrica posterior del aparato de la invencion. 
La figura 3 es una vista superior del aparato de la invencidn en la que se ha 
retirado la tapa superior. 

La figura 4 es una secci6n segun la linea de corte IV-IV de la figura 3. 
10 Las figuras 5 y 6 son secciones verticales del m6dulo de procesamiento y del 

m6dulo de reaccion, segOn las Ifneas de corte V-V y VI-VI, respectivamente, de la 
figura 3. 

La figura 7 es una vista isom§trica del m6dulo de reacci6n. 
Las figuras 8 a 14 muestran diferentes posiciones de los m6dulos de 
15 procesamiento y de homogeneizaci6n de muestras, a lo largo del proceso. 

La figura 15 corresponde al diagrama de funcionamiento del aparato de la 
invencion. 

Las figuras 16 y 17 muestran en perspectivas anterior y posterior una variante 
de ejecuci6n del aparato de la invenci6n. 

20 El aparato mostrado en los dibujos consiste en un equipo robotizado que 

permite la deteccibn de bio-marcadores (mol6culas org£nicas y macromoleculas de 
origen biolbgico) que existan en el suelo o subsuelo. El m6todo de detecci6n y 
caracterizaci6n de tales bio-marcadores se basa en su interaction con una baterfa de 
anticuerpos especfficos inmovilizados en posiciones concretas de un soporte s6lido 

25 (denominado "chip" o "microarray"). 

Este aparato incluye todos los mecanismos, detectores y electronica 
necesarios para la realizaci6n autom£tica del experimento. Los componentes 
utilizados son primordialmente comerciales, disenados y/o seleccionados para 
funcionar en condiciones ambientales. 

30 Con el fin de facilitar la identificaci6n de los diferentes componentes y el 

funcionamiento de los mismos, seguidamente se ir£n describiendo los diferentes 
modulos que componen el aparato de la invenci6n. 

En el ejemplo representado en las figuras 1 a 14, el aparato carece de m6dulo 
de adquisici6n de muestras, introductendose manualmente las muestras a analizar. 
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Por este motivo el aparato carece tambten del correspondiente controlador del m6dulo 
de adquisicion. 

El aparato comprende un bastidor compuesto por una tapa superior 1, una 
tapa inferior 2 y una serie de marcos intermedios 3. Este bastidor sirve como 
5 armadura para el montaje de los diferentes m6du!os. 

El m6dulo de distribucion de muestras incluye una tolva cillndrica 4 (ver Figura 
4), fija a la tapa superior 1 del bastidor y provista de una boca c6nica, a traves de la 
cual, se introduce cada muestra de suelo, de una masa aproximada de 250 mg y una 
granulometrfa <0,5 mm. El extremo inferior de la tolva este provisto de un cono interior 

10 4\ cuya funci6n es repartir la muestra sobre el fondo del recipiente, perteneciente al 
m6dulo de procesamiento de muestras, como se expondra mas adelante. La tolva 4 
podrfa sustituirse por otro adaptador fijo o m6vil. Ademas el m6dulo de distribuci6n de 
muestras podrla ser alimentado manualmente por un operador o por ihyectores de 
muestras almacenadas en placas multipocillos. 

15 El modulo de distribucion de muestras soporta, aloja y orienta a los 

componentes de los modulos de procesamiento de muestras y de reacci6n y este 
formado, principalmente, por un tambor giratorio de aluminio anodizado, compuesto 
por dos bridas: la brida superior 5 (ver Figura 4) aloja a doce recipientes 6 del m6dulo 
de procesamiento de muestras; la brida inferior 7 tiene dispositivos para fijar los 

2 0 elementos del m6dulo de reacci6n. Ambas bridas esten montadas sobre sendos 
rodamientos 8 de contacto angular, ligeramente precargados por los tornillos de uni6n 
de las mismas. Los rodamientos, montados sobre el eje central 9 del bastidor, 
permiten el giro del tambor alrededor de dicho eje. 

El giro del tambor es efectuado por un motor paso-a-paso 10, atornillado a la 

25 tapa inferior 2 del bastidor, a trav6s de una transmisi6n de engranajes compuesta por 
un pin6n 11 fijo al eje del motor, y una rueda 12 atornillada a la brida inferior 7 del 
tambor. El motor tiene una resoluci6n de 1,8 7paso y es capaz de dar un par de 0,16 
Nm. La relacibn de transmisi6n de los engranajes es de i=5:1, luego, la resolucibn final 
del tambor giratorio es de 0,36 °/paso, lo cual permite una resoluci6n de 0,45 

30 mm/paso en el desplazamiento circunferencial de eje de los recipientes del modulo de 
procesamiento de muestras. 

La posicion inicial del tambor giratorio es determinada por un sensor optico 13, 
fijo al marco 3 del bastidor, cuando el indicador 14, unido al tambor, interfiere con el 
haz de luz del sensor. 
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El m6dulo del homogeneizador de muestras incluye un dispositivo 
piezoelSctrico de ultrasonidos formado por un convertidor 15 (ver Figura 4) comercial y 
una bocina 16 firmemente atornillada al extremo del convertidor. 

El convertidor 15 tiene forma cilfndrica (032 mm, longitud = 89 mm) y es 
5 excitado a una frecuencia de 40 kHz. 

. La bocina (016 mm, longitud = 49 mm), fabricada en titanio (Ti 6AI 4V), este 
formada por tramos cilfndricos unidos por transiciones suaves. El extremo libre de la 
bocina termina en una brida circular (012,2 mm) y plana, que este en contacto con la 
pared de cierre de la camara de homogeneizaci6n del m6dulo de procesamiento de 
10 muestras. 

Este conjunto esta alojado dentro del bastidor de desplazamiento longitudinal 
17 de cierre de la camara principal del Modulo de Procesamiento de Muestras, 
firmemente sujeto a §l por medio de una abrazadera 17' que sujeta la carcasa 
cilfndrica del convertidor 15. 
15 El convertidor transforma la energfa etectrica de alta frecuencia, suministrada 

por el m6dulo de control del homogeneizador de muestras, en vibraciones 
longitudinales que son amplificadas por el extremo libre de la bocina. A su vez, las 
vibraciones de la bocina generan ondas de presi6n en la disolucibn de la muestra 
procesada, que producen cavitaci6n dentro de la disolucion, homogeneizando la 
20 muestra. Seleccionando la amplitud de las vibraciones, se puede regular la intensidad 
de la cavitacidn y, de esta forma, el grado de homogeneizaci6n de la mezcla, 
pudiendo cubrir un rango que va desde la homogeneizaci6n suave, para amplitudes 
bajas, hasta la ruptura de c§lulas, para los niveles de amplitud altos. 

El m6dulo de control del homogeneizador de muestras controla al convertidor 
25 de tal forma que tiende a mantener la amplitud preseleccionada, aumentando o 
disminuyendo la potencia suministrada, en funci6n de la resistencia encontrada en el 
extremo de la bocina. El dispositivo est£ disenado para suministrar una potencia 
maxima de salida de 130 w. 

El m6dulo de procesamiento de muestras consta de dos subconjuntos 
3 0 claramente diferenciados (ver Figuras 4 a 6): 

El recipiente de homogeneizaci6n 6 y el bastidor movil 17 de cierre de la 
c£mara de homogeneizacion. 

El recipiente de homogeneizaci6n 6 contiene la muestra depositada en su 
interior por el m6dulo de distribuci6n de muestras, durante el proceso de 
3 5 homogeneizacion. 



WO 2004/106922 



-25- 



PCT/ES2004/000244 



El aparato esta disenado para alojar hasta doce recipientes de 
homogeneizacion, permitiendo el anaiisis de una ilnica muestra por recipiente. 

Los recipientes estan fabricados en piastico acrflico transparente para poder 
visualizar el proceso de homogenizacibn. 
5 Cada recipiente esta provisto de una camara principal de homogeneizacion 18, 

rodeada de cuatro camaras secundarias 19, 20, 21 y 22 conectadas con ella por 
conductos 23 de diversos tamanos. 

La camara de homogeneizacibn 18, de forma cilfndrica (0 19 mm, long. 22 
mm), esta abierta en su parte superior para recibir las muestras en estado s6lido o 
10 Ifquido facilitadas a trav6s de la tolva 4. Durante el procesamiento de la muestra, esta 
abertura es hermeticamente cerrada por el pist6n 24 del bastidor m6vil 17. El fondo de 
la camara este provisto de un agujero 25 de 0 10 mm, a trav§s del cual, se inyecta la 
muestra homogeneizada en el modulo de reacci6n. La pared cilfndrica de la camara 
estd provista de un agujero de venteo de 0 0,5 mm, no mostrado, situado a una altura 
15 de 9,3 mm sobre el fondo de la camara, el cual determina el momento del cierre 
herm6tico de la camara, cuando la junta de estanqueidad 26 portada por el pist6n del 
bastidor sella dicho agujero. 

Las cdmaras secundarias 19 a 22 estan herm6ticamente selladas con tapones 
de silicona 27, tanto en su parte superior como inferior, y comunicadas por un 
2 0 conducfo 23 con la camara principal. El recipiente dispone de las siguientes camaras 
secundarias: 

Camara 22 del marcador fluorescente. Es una camara cilfndrica (tamano = 
04x7 mm), unida a la camara principal a trav£s de un conducto 23 de 01 mm. En su 
interior aloja 1 mg de un compuesto marcador fluorescente, en estado s6lido, adherido 

25 al fondo de la camara. Esta camara es empleada para inyectar la solucibn salina, a 
trav6s de la canula 28 del mbdulo de gestion de reactivos y soluciones, necesaria para 
la preparacidn de 1 ml de disolucion de muestra. Durante la inyecci6n de la soluci6n 
salina, el marcador fluorescente es disuelto e introducido en la camara de 
homogeneizacion 18, formando parte de la disolucion de la muestra. 

30 Camara 21 del bloqueante. Es una camara cilfndrica (tamano = 04x4 mm), 

unida a la camara principal a trav6s de un conducto 23 de 01 mm. Esta camara es 
empleada para inyectar la disolucion de bloqueante BSA, a traves de la canula 29 del 
modulo de gesti6n de reactivos y soluciones, necesaria para bloquear el exceso de 
marcador fluorescente que no haya reaccionado con las moleculas de la muestra. 
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Bajo el tap6n inferior 27 de esta camara, se encuentra un agujero conico, en el cual se 
aloja e! acoplamiento Luer 28' del conducto de lavado del mbdulo de reaccion. 

Camara 20 del sensor de presi6n. Es una camara cMndrica (tamano = 04x5 
mm), unida a la camara principal a trav6s de un conducto 23 amplio, de 04 mm, con 
5 objeto de facilitar la entrada de disolucion en su interior. Durante el proceso de 
homogeneizacion, esta camara aloja a la c£nula 29', portada por el bastidor m6vil 17, 
la cual esta conectada con el sensor de presion 30, encargado de monitorizar la 
presidn diferencial del proceso. 

C£mara 19 del sensor de temperatura. Es una camara id6ntica a la del sensor 
10 de presi6n. Durante el proceso de homogeneizacion, esta camara aloja a la c£nula 31, 
portada por el bastidor movil 17, que, a su vez, aloja la sonda del sensor de 
temperatura 32, encargado" de monitorizar la temperatura de la disolucion de la 
muestra, durante dicho proceso. 

Las superficies del fondo de las c£maras 19 y 20 de los sensores y el de la 
15 camara 18 de homogeneizacion esten tratados con un tenso-activo, para facilitar la 
penetraci6n de la disolucion en dichas c£maras secundarias. 

Cada recipiente de homogeneizaci6n incluye, tambien, un filtro 33, de 012 mm 
y provisto de un poro de 20 pm, utilizado para evitar que s6lidos de un tamano 
superior al deseado accedan al m6dulo de reacci6n. El filtro este situado sobre el 
20 portafiltros 34, el cual se aloja dentro del tap6o roscado 35. Este conjunto este 
roscado en la base del recipiente, bajo el agujero de salida de la camara de 
homogeneizacidn. Una junta elastica 36 provee la necesaria estanqueidad del 
conjunto. 

El fap6n roscado 35 est£ provisto de un cono Luer macho al cual se conecta la 
25 valvula antirretorno 37. Esta v£lvula conecta el recipiente 18 de homogeneizaci6n con 
el mbdulo de reaccion. Normalmente, la valvula este cerrada, debido a la sobrepresi6n 
de 1,3 bar existente en el m6dulo de reaccibn, aislando ambos mddulos. En lugar de 
la valvula antirretorno 37 podrfa disponerse una valvula normalmente cerrada y 
accionada electricamente, o bien mec^nicamente por el movimiento del bastidor del 
3 0 m6dulo de homogeneizacion. 

El bastidor m6vil 17 de cierre de la camara de homogeneizacion, figura 4, 
realiza el cierre herm6tico de la parte superior de la camara 18 de homogeneizacion, 
durante el procesamiento de la muestra. 
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El bastidor m6vil es tinico para todos los recipientes del modulo los cuales, son 
alineados con el bastidor mediante el tambor giratorio del Modulo de Distribuci6n de 
Muestras. 

El subconjunto consta del bastidor 17, fabricado en aluminio, el cual, acomoda 
5 los diferentes elementos del subconjunto. Este provisto de una brida superior 38 para 
la fijacion del convertidor 15 del m6dulo homogenizador de muestras. A su vez, una 
brida inferior 39 aloja al pistbn 24, a las c£nulas 28 y 29 del mbdulo de gestion de 
reactivos y soluciones, y a las c£nulas 29 y 31 de los sensores de presion y 
temperatura, respectivamente. 

10 El bastidor desliza a lo largo del eje 9, por medio de dos casquillos 39, y est£ 

guiado axialmente a lo largo del nervio central del marco 40. 

El movimiento axial del bastidor es efectuado por un motor paso-a-paso 41, 
atornillado a la tapa superior 1 del demostrador, a trav6s de la transmisi6n del tornillb 
42 fijo al eje del motor y la tuerca 43 alojada en el cuerpo del bastidor m6vil 17. El 

15 motor tiene una resoluci6n de 1,8 7paso y es capaz de dar un par de 0,16 Nm. El 
tornillo este provisto de una rosea M6x1, luego, la resolucibn final del desplazamiento 
del bastidor es de 5 pm/paso, permitiendo un control muy preciso de dicho 
desplazamiento que, a su vez, se traduce en un posicionamiento preciso para la 
inyecci6n de reactivos, mediciones de parSmetros de la muestra y ejecuci6n de la 

20 homogeneizaci6n por ultrasonidos. 

La posici6n final del bastidor m6vil es determinada por un sensor 6ptico 44, fijo 
al marco 40 del bastidor, cuando el indicador 45, unido la brida inferior del bastidor, 
interfiere con el haz de luz del sensor. 

El pist6n 24, figura 5, fabricado en acero inoxidable, es una pieza de 

25 revoluci6n, hueca, provista de una brida superior con la que se fija al bastidor m6vil. El 
extremo inferior acaba en cono y lleva montado el casquillo roscado 46, el cual esta 
provisto de una junta de estanqueidad 26. Ambas piezas esten roscadas entre si, 
sujetando firmemente a la membrana 47, por medio de la presi6n ejercida por el cono 
interior del casquillo 46. La membrana 47 es de PTFE y tiene un espesor de 0,1 mm. 

3 0 El interior del piston aloja a la bocina 16 del modulo homogenizador de muestras, la 
cual descansa sobre la membrana 47. Este ensamblaje cierra herm6ticamente la 
abertura superior de la camara de homogeneizaci6n, gracias a la estanqueidad 
producida por la junta 26 y la membrana 47. El avance del pist6n 24 dentro de la 
camara de homogeneizacion, una vez producido el cierre hermetico de la misma, 

35 genera una sobre-presi6n en la disolucion a tratar, garantizando el contacto necesario 
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entre la bocina 16 del sistema piezoelectrico y la membrana 47 del pist6n, para la 
generation de cavitation en la disoluci6n. 

El sensor de presi6n 30 monitoriza la sobre-presi6n de la c£mara de 
homogeneizacion. Este basado en un puente de Wheatstone y sus principales 
5 caracteristicas son: 

• Rango de medida: 0*207 kPa 

• Tensi6n de excitaci6n: 10 V 

• Fondo de escala de la senal de salida: 100 mV 

• Sensibilidad de la senal de salida: 0,483 mV/kPa 

!0 E ' par£metro de sobre-presion en la c£mara se utiliza para controlar y definir la 

position de homogeneizacion del conjunto pist6n-homogeneizador: El CPR inhibe el 
motor 41 del bastidor m6vil cuando la sobre-presi6n en la c£mara alcanza el valor de 
0,8 bar. Tambien se utiliza para controlar y definir el tiempo de homogeneizacibn: El 
m6dulo de control del homogeneizador de muestras inhibe el convertidor 15 del 

15 sistema piezoetectrico cuando la sobre-presi6n en la c£mara supera el valor de 1,0 
bar. 

El sensor de temperatura 32 monitoriza la temperatura de la disoluci6n de la 
muestra durante el proceso de homogeneizaci6n. Este basado en una sonda provista 
de un termopar tipo K, alojado en una vaina de acero inoxidable de 00,5 mm y 250 
20 mm de longitud. La sonda se fija en la tapa superior 1 del aparato mediante un 
esp£rrago roscado mientras que su extremo libre est£ introducido en la c£nula 31, la 
cual, facilita la insertion de la sonda a trav6s de los tapones de silicona 27. 

El parSmetro de temperatura de la disolucion de la muestra se utiliza para 
controlar y definir el tiempo de homogeneizacion: El m6dulo de control del 

2 5 homogeneizador de muestras inhibe el convertidor 15 del sistema piezoetectrico 

cuando la temperatura de la disoluci6n supera un valor critico predeterminado. 

El m6dulo de reaction (ver Figuras 5 a 7) consta de un soporte 50, de forma 
paralelepfpeda (tamano: 76x26x6,5 mm), donde se encuentra una oquedad abierta 51, 
llamada c£mara de reaction, que tiene forma de hex£gono. irregular simetrico 

3 0 (dimensiones globales: 14x8 mm), con una profundidad de 0,3 mm. Esta camara este 

provista de las siguientes v(as de acceso: 

• Vfa de entrada 52 de la disolucion o suspensi6n homogeneizada. Se 
encuentra en la esquina superior de la camara y esta formada por un conducto de 01 
mm, finalizado en un cono Luer hembra para la conexibn estanca con la v£Ivula 
3 5 antirretorno 37 del m6dulo de procesamiento de muestras 75. 
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• Vfa de entrada 53 de la disolucion de lavado. Se encuentra en la 
esquina superior de la camara y este formada por un conducto de 02,5 mm, para la 
conexion estanca del conducto de lavado 28\ 

• Via de salida 54 de las disoluciones. Se encuentra en la esquina inferior 
5 de la camara y este formada por un conducto de 02 mm, finalizado en un cono Luer 

hembra para la conexibn estanca con el dep6sito de desechos 57. 

• Los orificios de entrada 52 y 53 y el orificio de salida 54 pueden estar 
conectados por un conducto dotado de un sistema de bombeo, no representados, que 
permitira la recirculacibn de la muestra sobre el biosensor. Aderrtes la camara 51 

10 puede incluir un sistema de agitacion o movimiento de la muestra Ifquida, para mejorar 
el funcionamiento de biosensor. 

La camara 51 de reacci6n tiene un flno recubrimiento de agente hidrof6bico 
SIGMACOTE, con objeto de mejorar la circulaci6n de los distintos fluidos, evitando la 
adhesi6n de partfculas s6lidas y moteculas a sus superficies. 

15 La camara de reaccibn 51 y sus vfas de acceso esten cerradas por medio de 

un portaobjetos 55 de vidrip (tamano: 75x25x1 mm), en cuya cara interior, coincidiendo 
con la cSmara, este depositado el biosensor o sistema sensor 56 capaz de detectar 
sustancias presentes en la disoluci6n homogeneizada, desde moleculas a 
microorganismos completos. Este sistema sensor este constituido por diferentes 

2 0 sustancias detectoras en formato de micro-matriz 

El portaobjetos 55 se fija al soporte 50 mediante dos presillas 50'. La 
estanqueidad de la uni6n este garantizada por un perfmetro rectangular de silicona 
CV-1152 que se inyecta a trav6s de dos agujerps situados en la cara opuesta del 
soporte 50. La silicona, una vez curada, forma una junta de sellado, de seccion 1x1 
25 mm, que rodea a la camara de reaccion y a sus vfas de acceso. 

El conducto de lavado 28\ este formado por una tuberfa de ptestico, de 
dtemetro interior de 1,6 mm y una longitud aproximada de 90 mm. En su extremo 
superior este provisto de un acoplamiento metelico, terminado en un cono Luer 
macho, que se conecta hermeticamente en el alojamiento del recipiente de 

3 0 homogeneizaci6n 18, bajo la camara de bloqueante. En extremo inferior dispone de 

un acoplamiento acodado de pl£stico para la conexion estanca con la vfa de lavado de 
la camara de reacci6n. 

El deposito de desechos 57 este formado por una jeringa de ptestico, de 5 ml 
de capacidad, provista de un cono Luer macho, exc6ntrico, conectado a la vfa de 
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salida de la c£mara de reaccibn. La jeringa carece de 6mbo!o y en su lugar, un tap6n 
de silicona 58 cierra hermeticamente su abertura superior. 

El deposito de desecho 57 puede ser comCin para todos los mbdulos de 
reacci6n y estar conectado a la salida de los mismos por medio de una canula 
5 montada sobre el bastidor deslizante. 

EI conjunto este fabricado con materiales transparentes (vidrio, acrflicos, etc.) 
para poder visualizar los circuitos de fluidos. 

Una vez ensamblado y conectado al recipiente de homogeneizaci6n 6 del 
mddulo de procesamiento de muestras, la camara 18, junto con sus vfas de acceso, 
10 conductos y dep6sito forman un circuito estanco al que, previamente, se le ha llenado 
de disoluci6n salina, a una sobre-presion de 1 ,3 bar. En el depdsito de desechos 57, el 
nivel de disolucibn es de 1 ml, estando el resto del dep6sito lleno de aire presurizado a 
la mencionada sobre-presi6n. 

El aparato esta disenado para alojar hasta doce modulos de reacci6n, 
15 permitiendo el analisis de una unica muestra por m6dulo. 

El m6dulo de gestion de reactivos y soluciones consta de todos los elementos 
necesarios para almacenar y dispensar con precisian, en el momento requerido, las 
diferentes soluciones y reactivos que intervienen en las diferentes etapas de 
procesamiento de las muestras. 
20 El elemento principal del m6dulo de gesti6n de reactivos y soluciones (ver 

Figuras 1 y 2) lo compone una jeringa 60 motorizada que realiza las funciones de 
almacenamiento y dispensador de fluidos. El m6dulo consta de dos conjuntos 
idSnticos de jeringas motorizadas: uno dedicado a la solution salina empleada para 
disolver la muestra s6lida y otro dedicado a la solucibn de bloqueante BSA que, a su 
25 vez, realiza las funciones de solution de lavado de la camara de reacci6n. En el caso 
de que los fluidos estuvieran en el m6dulo de gestion de reactivos, el aparato podrfa 
incluir un dispositivo que los inyectara en la c£mara de reaccibn. 
Cada conjunto incorpora los siguientes elementos: 
1. Una jeringa motorizada 60 (tamano: 203x56x94 mm), comercial, fija a 
30 un marco 3 de la estructura del aparato a trav6s de una placa base. Sus principals 
componentes son: 

• Jeringa 60 de 10 ml de capacidad, provista de cono Luer macho, con 
cierre de bloqueo. El extremo del cono esta sujeto al soporte 61 que, a su vez, esta 
atornillado a la placa base 62 del conjunto. El vSstago del 6mbolo este atornillado a la 
3 5 . varilla 63 del actuador lineal. 
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• Un actuador lineal provisto de motor paso-a-paso 64 que acciona el 
v£stago del embolo de la jeringa. El actuador est£ disenado para ejercer una fuerza 
maxima de 89 N. La resolution que se obtiene cuando se inyecta sin sobre-presi6n es 
de 10 Ml/paso. 

5 • Un sensor optico, no mostrado, alojado en la placa base, que determina 

la posicion del embolo de la jeringa, permitiendo el control del conjunto en lazo abierto. 

2. Una v£lvula antirretorno 65 que mantiene la barrera de presi6n en los 
circuitos de fluidos cuando la jeringa no esta accionada. 

3. Una c£nula roscada (tamano: 01x20 mm), no mostrada, que, como 
10 elemento final del conjunto, penetra a traves de los tapones de silicona de las 

camaras laterales del recipiente de homogeneizacion 18. La c6nula est£ fija al 
bastidor m6vil 17 del m6dulo de procesamiento de muestras y, por lo tanto, su 
movimiento de penetraci6n esta sincronizado con el movimiento de avance de dicho 
bastidor. 

15 4. Todos los conductos y accesorios (tamano: 1/16") necesarios para 

conectar los diferentes componentes que forman el circuito de fluidos. 

Un modulo de lectura de datos incluye los componentes que permiten detectar 
las reacciones producidas en la c£mara de reaccion. 

Principalmente, est£ compuesto por un diodo l£ser 66 (ver Figuras 1 y 4) y una 

20 c£mara CCD 67, ambos comerciales y montados sobre una mensula 68 atornillada al 
marco 40 de la estructura del aparato. 

El diodo l£ser 66 emite un haz de luz monocromdtica de 635 nm de longitud de 
onda y ancho suficiente para irradiar toda la camara de reacci6n 51 , excitando las 
mol6culas fluorescentes. Est£ montado sobre la mSnsula 68, de tal forma que, el haz 

25 de luz incide a 45° sobre el piano de la camara de reaccion, evitando que se 
produzcan reflexiones en la direccidn del eje de la camara CCD. El diodo l£ser 66, 
alojado en una carcasa cilfndrica (tamano: 038x158 mm), tiene una potencia maxima 
de 250 mW y dispone de un sistema de refrigeraci6n que permite regular la 
temperatura del diodo. 

30 La camara CCD 67 detecta la radiaci6n electromagnetica emitida por las 

mol6culas fluorescentes, cuando son excitadas por el haz de luz laser. Dicha 
radiaci6n, de banda espectral centrada en 670 nm, correspondiente a la maxima 
emitancia del colorante fluorescente Cy5 f usado como marcador. Con objeto de evitar 
la entrada de radiaciones de otras longitudes de onda en el CCD, la camara est£ 

35 provista de un filtro 69 de emisibn 695AF55, de 25 mm de dtemetro. Complementan el 
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disposltivo un objetivo 70 y un separator 71 que permiten enfocar y ampliar la imagen 
en el CCD. Los tres componentes, filtro, objetivo y separador, son comerciales. 

La camara es digital, en bianco y negro, de alta resoluci6n y alta sensibilidad. 
Tiene las siguientes caracterfsticas: 
5 • Tamano: 146x76x64 mm 

• Sensor: CCD con 1280x1024 pixels 

• Tamano pixel cuadrado: 6,7x6,7 

• Tamano del sensor: 2/3" 

• Rango dinamico: 12 bits 

10 • Sensibilidad: 4350 e/lux/um2/s 

• Refrigerada 

Como puede comprenderse, dependiendo de las necesidades, la capacidad 
del aparato podra adaptarse, incluyendo en caso necesario dos o mas mddulos 
homogeneizadores de muestras y de procesamiento de muestras, asf como dos o 
15 mas m6dulos de distribucibn de muestras. 

Como se ha indicado, el aparato incluye un m6dulo de comunicaciones 
(m6dulo de comunicaciones) que es el interfaz del equipo con el usuario, pudiendo ser 
aquel local o remotamente manipulado a traves de los adecuados protocolos de 
comunicaciones. 

20 El modulo de comunicaciones corresponde a un software desarrollado en 

LabView®, de National Instruments®, que se ejecuta en el sistema de control del 
dispositivo y que implementa la maquina de protocolos necesaria para el 
establecimiento de los enlaces de comunicaciones, independientemente de la 
conexi6n a traves de la cual se controle. Esta conexi6n puede ser alguna de las 

25 siguientes: 

Consola, en caso de usuario local. 
Enlace via serie RS232, RS422 o RS485. 
Enlace paralelo. 

Enlace mediante USB (Universal Serial Bus). 
3 0 " Enlace TCP, UDP, IP o cualquier otro protocolo para la transmisibn de 

datos entre ordenadores. 

Enlaces via radio, IRDA, ... 

Buses de campo: PROFIBUS, CAN, FieldBus, InterBUS-S, ... 
Enlaces telef6nicos: GSM, ... 
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En el caso del establecimiento del enlace de datos, el modulo de 
comunicaciones realiza las tareas de codificaci6n de datos, encapsulamiento, control 
de acceso al medio, envfo/recepcion de datos/comandos e implementaci6n de 
opciones de seguridad mediante la validaci6n de la integridad de los comandos. 
5 Para el control del conjunto existe un controlador global y un controlador por 

modulo. 

El controlador global (m6dulo de control global) supone el sistema supervisor 
global del proceso y de cada uno de los m6dulos constituyentes de la invenci6n. 
Ademas puede permitir tanto la operaci6n cercana como remota del aparato. 

10 Considerando el sistema de control como una arquitectura PC con tarjetas de 

entrada/salida que ejecuta un software desarrollado en Lab View®, de National 
Instruments®, el m6dulo de control global corresponde al proceso principal que 
interacttia con el resto de controladores para llevar a cabo el proceso y an£iisis global. 
Realiza las siguientes funciones: 

15 - Recepcidn de los mensajes procedentes del M6dulo de 

Comunicaciones. Validaci6n de los par£metros y 6rdenes recibidas. Interpretaci6n de 
tales brdenes (tareas) enviadas por el usuario. 

Sistema de ejecuci6n de tareas: secuenciaci6n global de subprocesos, 
envfo de 6rdenes a los controladores locales correspondientes. 

20 - Realizaci6n de tareas autom£ticas preprogramadas. 

Supervisi6n del funcionamiento de cada m6dulo: realizaci6n de 
subtareas y verificaciones de seguridad (monitorizaci6n de los parSmetros del proceso 
y comprobaci6n de su inclusion en los correspondientes rangos adecuados de 
funcionamiento). Control de parada de emergencia si la seguridad asf lo requiere. 

25 - Recuperacion ante fallos de subsistemas. 

Envfo al operador de los valores de los par£metros de trabajo para su 
monitorizaci6n general del proceso a trav6s del M6dulo de Comunicaciones. 

Recepci6n, preprocesamiento y envfo al operador de los datos recibidos 
por el M6dulo de Lectura de Datos. 

30 El Controlador del Modulo Distribuci6n de Muestras es un proceso que se 

ejecuta en el sistema de control ademas de unas tarjetas para el control de motores 
paso a paso, asf como otras de entradas y salidas digitales para la lectura de los 
sensores. 
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Es el encargado de la ejecuci6n de la subtarea que implica la distribucidn de 
las muestras recogidas por el Modulo de Adquisici6n de Muestras entre los distintos 
Modulos de Procesamiento de Muestras. 

El M6dulo de control de la distribuci6n de muestras debera ser capaz de 
5 realizar las diferentes tareas: 

Conocer en todo momento la posici6n de cada M6dulo de 
Procesamiento de Muestras. 

Posiciona adecuadamente el m6dulo de procesamiento de muestras. 
Realizar una supervision local sobre el M6dulo de Distribuci6n de 

10 Muestras. 

Recibir 6rdenes procedentes del Controlador Global. 
Enviar datos correspondientes al estado actual al Controlador Global. 
El mbdulo de control de la distribuci6n de muestras dispone de la information 
procedente de finales de carrera y encoders lineales p angulares de posici6n, asf como 
15 control sobre los actuadores constituyentes del Mbdulo de Distribucibn de Muestras. 
Ante las adecuadas 6rdenes procedentes del Controlador Global, el m6dulo de control 
de la distribuci6n de muestras operara sobre los actuadores para situar el adecuado 
M6dulo de Procesamiento de Muestras bajo el M6dulo de Adquisici6n de Muestras. 

Considerando un Modulo de Distribuci6n de Muestras compuesto por el tambor 
20 giratorio antes descrito, al que se une un motor paso a paso para el movimiento y un 
sensor optico de final de carrera, la tarea del m6dulo de control de la distribuci6n de 
muestras consiste en atender las 6rdenes del Controlador Global haciendo girar tal 
tambor hasta la posicidn deseada. 

Una primera fase del funcionamiento global implica una calibracidn del mbdulo 
25 de distribucibn de muestras por la cual el CMD lleva el tambor hasta la posicibn en la 
que se activa el sensor 6ptico de final de carrera, lo que implica una posicibn 
conocida. De esta forma, el CMD conocer6 en lo sucesivo la posicibn absoluta del 
tambor. 

Mediante la correspondiente orden del m6dulo de control gjobal, el CMD puede 
30 llevar el M6dulo de Procesamiento de Muestras a cualquier posicibn deseada a trav§s 
del adecuado numero de pasos de.los motores, informacibn que es manejada por este 
controlador. 

El M6dulo de control del gestor de reactivos y soluciones controla aquellos 
dispositivos destinados a la provisi6n de las disoluciones necesqrias para la 
3 5 realizaci6n de todo el proceso bio-qufmico. 
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Al igual que los controladores anteriores, el m6dulo de control del gestor de 
reactivos y soluciones consiste en un subproceso en ejecucion en el ordenador de 
control junto a las tarjetas para el control de los motores paso a paso, y de entradas 
digitales para la lectura de los sensores. 
5 El modulo de control del gestor de reactivos y soluciones permite: 

Supervisar el estado y la operacion de cada uno de los dispositivos 
constituyentes del M6dulo Gestor de Reactivos y Soluciones: capacidad, 
disponibilidad, errores/fallos que se produzcan en los dispositivos, ... 

Accionar tales elementos dispensadores para la inyecci6n de 
10 cantidades precisas y concretas de las soluciones, en las c£maras de reacci6n. 

Recibir ordenes del Controlador Global y enviar datos de estado a 6ste. 
En la configuraci6n del m6dulo de gestidn de reactivos y soluciones antes 
descrita, el accionamiento de los motores paso a paso que controlan la jeringa permite 
la inyecci6n de una cantidad precisa de soluciones en el sistema. 
15 El CPR este encargado de controlar los componentes electromec^nicos que 

posicionan el bastidor m6vil en el recipiente de homogeneizaci6n, ast como el sensor 
que determina la posici6n del bastidor m6vil. 

El CPR est£ encargado, tambi6n, de la monitorizaci6n y supervisi6n de los 
par&metros (presi6n y temperatura) que intervienen en el proceso. 
2 0 En todo momento, debe analizar la informaci6n procedente de los diferentes 

sensores que monitorizan el proceso con el fin de determinar si este se realiza dentro 
de los rangos admisibles. 

El resultado de este analisis es enviado al Controlador Global, que toma las 
decisiones oportunas dentro del proceso global. 

2 5 En relacion con la monitorizaci6n del proceso de homogeneizaci6n de la 

muestra, el CPR consta de dos sensores, uno de presi6n y otro de temperatura, as( 
como los elementos hardware para el acondicionamiento de estas senales, a traves 
de los cuales se pueden medir los par£metros ffsicos en los que se desarrolla la 
reaccibn. El analisis de estos parametros puede determinar el tiempo durante el cual 

3 0 se realiza cierto subproceso, si se plantea como criterio para finalizarlo el llegar a 

determinada temperatura. 

El modulo de control del lector de datos es el medio a trav6s del cual es posible 
interactuar con el M6dulo de Lectura de Datos. Debe permitir: 

Accionar los mecanismos para el analisis de los resultados obtenidos 
35 tras la reacci6n llevada a cabo en el M6dulo de Reacci6n f proporcionados por el 
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Modulo de Lectura de Datos. Este accionamiento se Ilevara a cabo tras la 
correspondiente orden procedente del Controlador Global. 

Adquisici6n de los resultados de la reacci6n y que son proporcionados 
por el Modulo de Lectura de Datos. 

Supervisar el estado del M6dulo de Lectura de Datos. 

Realizar un procesamiento de la informaci6n obtenida de la reaccion. 

A traves de determinadas 6rdenes enviadas por el Controlador Global, 
enviar toda la informacibn anterior a 6ste. 

La figura 15 corresponde al esquema de funcionamiento del aparato descrito: 
Las muestras a analizar 72 son tomadas por el m6dulo de adquisici6n 72, que 
las incluye al mbdulo de distribution 74, de donde pasa al modulo de procesamiento 
75, donde son homogeneizadas por el m6dulo de homogeneizacibn 76. Finalmente las 
muestras pasan al m6dulo de reacci6n 86, con el que este en comunicaci6n el m6dulo 
gestor de reactivos 77, produci§ndose finalmente una toma de datos por el m6dulo de 
lectura de datos 78. 

Cada uno de estos mbdulos este supervisado por el controlador 
correspondiente 79 a 83, y el conjunto por el controlador global 84, que es gestionado 
a trav6s del m6dulo de comunicaciones 85. 

La descripci6n funcional del aparato de la irivenci6n se detallada en los 
siguientes apartados, teniendo en cuenta dos aspectos: el proceso de detection de 
sustancias y la secuencia operacional, robotizada, de dicho aparato. 

1 . Iniciacibn del sistema (ver Figura 8a y 8b a 1 1 a y 1 1 b y Figura 1 5.) 
Pasos operacionales: 

a. Activaci6n del m6dulo de control global 84 

b. Activaci6n del m6dulo de control del procesamiento y reacci6n 81 
Activaci6n del motor 41 y verificaci6n de la correcta posici6n inicial del bastidor m6vil 
17 (position superior contra el tope mecdnico). Initialization de la cuenta de pasos del 
motor 41. Desenergizacion del motor 41 y desactivacion del controlador modulo de 
control del homogeneizador de muestras 82. 

c. Activacibn del controlador modulo de control de la distribuci6n de 
muestras 80. activaci6n del motor 10 y verificaci6n de la correcta posici6n inicial del 
tambor giratorio 5 (contra el tope mec£nico). Inicializacibn de la cuenta de pasos del 
motor 10. 

2. Introduccibn de la muestra en la camara 18 de homogeneizaci6n 
Pasos operacionales: 
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a) Rotaci6n del tambor giratorio 5 hasta que el recipiente de 
homogeneizacion 6 que se va a utilizar este alineado verticalmente con la tolva 4. 

b) lntroducci6n manual de 250 mg de muestra s6lida, de granulometrfa 
inferior a 0,5mm, en la camara de homogeneizaci6n, a trav<§s de la tolva 4 

5 3. Preparaci6n de la disolucion de la muestra 

Pasos operacionales: 

a. Rotaci6n del tambor giratorio 5 (+180°) hasta que el eje del recipiente 
de homogeneizaci6n 6 que contiene la muestra este alineado verticalmente con el eje 
del piston 24 del mddulo de procesamiento de muestras 75. El motor 10 continCia 

10 energizado para mantener la posicion del tambor giratorio 5. 

b. Activacibn del controlador M6dulo de control del procesamiento y 
reacci6n 81. Activaci6n del motor 41. 

c. Descenso del bastidor m6vil 17 hasta la posici6h de captura (ver figura 
9a-9b). El movimiento se efectda desde el paso 0 al paso 1960 (valores absolutos del 

15 contador de pasos del motor 41), a una velocidad de 100 pasos/s. 

En esta posicibn, el pist6n 24 y las c£nulas 29, 31, 28 y 29' esten 
parcialmente introducidas en el recipiente de homogeneizaci6n 18, pero sin producirse 
contacto entre los diferentes elementos. El giro accidental del tambor no es posible ya 
que interferirla el recipiente con el pist6n. 
20 d. Desenergizaci6n del motor 10. 

En este momento el tambor giratorio 5 queda desbloqueado pero su giro es 
evitado por el piston 24. 

e. Descenso del bastidor m6vil 17 hasta la posicibn de inyecci6n de la 
soluci6n salina (ver figura 10a-10b). El movimiento se efecttia desde el paso 1960 al 

25 paso 4480 (valores absolutos del contador de pasos del motor 41), a una velocidad de 
50 pasos/s. Desenergizacion el motor 41 del bastidor m6vil al final del recorrido. 

En esta posicion, la c£nula 28 de la disolucidn salina ha atravesado el tap6n 
superior 27a de la c&mara del marcador fluorescente y este lista para dispensar la 
soluci6n. En esta camara este depositado 1mg de marcador fluorescente Cy5, en 
3 0 estado s6lido y adherido al fondo y paredes de la c£mara. 

A su vez, la junta de estanqueidad 26 se encuentra por encima del agujero de 
venteo de la cSmara de homogeneizacion, luego, no se ha producido el cierre 
herrrtetico de la camara. 

f. Activaci6n del controlador modulo de control del gestor de reactivos y 
3 5 soluciones 82. Activaci6n del motor 64 de la jeringa de soluci6n salina hasta inyectar 
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1362 \s\ (139 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizaci6n del motor 64 al finalizar 
la inyeccion. 

La solucion salina (0,1 M NaCCVNaHCOa) disuelve el marcador fluorescente 
Cy5 al atravesar la c£mara, arrastrandolo hasta la camara de homogeneizacion 18 
5 donde se encuentra la muestra. Durante el proceso de inyeccion, la soluci6n salina 
penetra en las c£maras de los sensores y otros conductos de acceso a la camara de 
homogeneizacion. Al final, en esta camara se obtiene unos 1200 \i\ de disolucion de 
muestra y marcador, el cual, es capaz de unirse a las moteculas portadoras de un 
grupo amino (NH2). 

10 g. Activaci6n del motor 41 del bastidor m6vil y descenso del mismo hasta 

la posici6n de homogeneizaci6n. Desenergizaci6n del motor 41 . 

Durante este movimiento de descenso del pistbn 24, se efectOa el cierre 
herm6tico de la camara 18 de homogeneizaci6n cuando el contador de pasos 
absolutos del motor 38 marca el paso 4740, aproximadamente (ver Figuras 11a-11b). 

15 A partir de ese instante, la camara 18 de homogeneizaci6n comienza a presurizarse, 
aumentando la sobre-presi6n a medida que el pist6n 24 desciende. En esta posicidn, 
las c£nulas 29' y 31 de los sensores de presi6n 30 y temperatura 32, respectivamente, 
han atravesado los tapones superiores de sus respectivas c£maras y, por lo tanto, 
comienzan a monitorizar las condiciones de la c£mara de homogeneizacidn. El 

2 0 descenso se detiene cuando la sobre-presi6n indicada por el sensor 30 alcanza el 
valor de 0,8 bar. En ese momento, se alcanza la posici6n de homogeneizaci6n (ver 
Figuras 12a-12b). 

En esta posicidn, la membrana 41 de PTFE este en contacto con la disoluci6n 
de la muestra, lista para ser excitada por la bocina 16 del homogeneizador. El aire 
25 presurizado existente en la cSmara se encuentra ocluido en las cavidades formadas 
por el casquillo 46 del pist6n 24, cercanas a la junta de estanqueidad 26. 

El movimiento de descenso se efectua en dos etapas continuas pero 
diferenciadas: la primera, hasta el cierre herm6tico de la camara, se efectOa entre los 
pasos absolutos 4480 y 4740 del motor 41, a una velocidad de 10 pasos/s, y, la 
30 segunda, hasta la posicion de homogeneizaci6n, se efecttia lentamente entre los 
pasos absolutos 4740 y 5080 (el paso final es aproximado, ya que el control se realiza 
con el sensor de presi6n) del motor 41, a una velocidad de 5 pasos/s. 
4. Homogeneizaci6n de la disoluci6n de la muestra 
Pasos operacionales: 
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a. Activacion del controlador modulo de control del homogeneizador de 
muestras 82. Activacion del sistema piezoel6ctrico del m6dulo homogenizador de 
muestras para homogeneizar la muestra. 

Durante el proceso de homogeneizacion de ia muestra, el convertidor 49 
transforma la energfa electrica de alta frecuencia (40 kHz), suminjstrada por el modulo 
de control del homogeneizador de muestras 82, en vibraciones longitudinales que son 
amplificadas por el extremo libre de la bocina 16. A su vez, las vibraciones de la 
bocina generan ondas de presion en la disoluci6n de la muestra procesada, que 
producen cavitation dentro de la disoluci6n, homogeneizando la muestra. 
Seleccionando la amplitud de las vibraciones, se puede regular la intensidad de la 
cavitation y, de esta forma, el grado de homogeneizacion de la mezcla, pudiendo 
cubrir un rango que va desde la homogeneizaci6n suave, para amplitudes bajas, hasta 
la ruptura de celulas, para los niveles de amplitud altos. 

Durante el proceso de homogeneizaci6n, la temperatura de la muestra se 
incrementa como consecuencia de la energfa aportada a la misma por el 
homogeneizador. El aumento de temperatura genera un aumento de la sobre-presi6n 
en la camara. Si el proceso se alarga en el tiempo, la sobre-presi6n en la c&mara 18 
de homogeneizaci6n iguala a la sobre-presibn de la c&mara de reacci6n, 
produci§ndose un flujo espont&neo e incontrolado de disolucion de muestra a dicha 
c£mara: Por otra parte, el aumento de temperatura de la disoluci6n puede causar 
danos irreversibles a las c6lulas. Estos riesgos potenciales se evitan controlando el 
proceso de homogeneizaci6n mediante dos par&metros: 

• La temperatura de la disolucibn, monitorizada por el sensor de 
temperatura 32, cuyo Ifmite superior no debe superar temperatura crftica prefijada 

• La sobre-presi6n en la camara de homogeneizaci6n, monitorizada por 
el sensor de presibn 30, cuyo rango titil para la homogeneizacion debe ser de 0,8+1 ,0 
bar. 

Ambos par£metros est£n en estrecha relation con otros parSmetros tales 

como: 

• La intensidad de la excitacibn del homogeneizador cuyo valor, 
predefinido segdn el grado de homogeneizacibn que se desee, esta relacionado con la 
amplitud de la vibracibn ultrasonica. Esta amplitud se preselecciona en el controlador 
m6dulo de control del homogeneizador de muestras 82. El rango titil puede 
considerarse entre el 10% y 100% de la amplitud. 



WO 2004/106922 



-40- 



PCT/ES2004/000244 



• El tiempo de excitacibn del homogenizador, el cual est& en relation con 
la intensidad de excitation seleccionada: a mayor intensidad la temperatura y presibn 
de la disoluci6n aumentan m£s rapidamente y, por lo tanto, el intervalo de excitation 
debe reducirse para no superar los Kmites superiores de presi6n y temperatura. 
5 • La naturaleza de la muestra, la temperatura ambiental, etc. 

Un modo de homogeneizaci6n capaz de producir la rotura y lisis de las 
posibles celulas presentes en la disolucidn de la muestra consiste en activar el modulo 
homogenizador de muestras 76, de forma intermitente, a una amplitud de excitaci6n 
del 80%, en intervalos de excitation, no superiores a 20s, limitados por los Ifmites de 
10 presidn y temperatura mencionados. El tiempo de espera entre intervalos lo define la 
cafda de la presi6n, originada por el enfriamiento de la muestra, reanud£ndose la 
excitaci6n cuando la sobre-presi6n alcanza el valor de 0,8 bar. 

b. Espera de 30 minutos para facilitar la reaction del marcador Cy5 con 
las moteculas de la muestra. 
15 5. Bloqueo del marcador fluorescente 

Pasos operacionales: 

a. Activation del motor 41 del bastidor m6vil y elevaci6n del mismo hasta 
la position de inyeccion del bloqueante (ver Figuras 13a-13b). Desenergizacidn del 
motor 41. 

20 Este movimiento de elevacibn se efecttia, de forma continua, entre los pasos 

absolutos 5080 (aproximado) y 4500 del motor 41, a una velocidad de 20 pasos/s. La 
sobre-presi6n en la camara de homogeneizacibn disminuye a medida que el piston 24 
es elevado, reductendose a 0 bar cuando la junta de estanqueidad 26 supera el 
agujero de venteo de la c£mara (paso absoluto 4560 del motor 38). Al final de este 

25 paso, la canula 29 se encuentra dentro de la c£mara 21 del bloqueante, lista para 
dispensar la solucidn de BSA. 

b. Activaci6n del controlador m6dulo de control del gestor de reactivos y 
soluciones 77. Activacibn del motor 64 de la jeringa 10 de solution de bloqueante BSA 
hasta inyecfar 343 pi (35 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizacidn del motor 64 

3 0 al finalizar la inyeccion. 

La jeringa del bloqueante contiene una disolucibn salina con una 
concentraci6n del 10% de bloqueante BSA. Por lo tanto, se anaden 34 mg de 
bloqueante BSA disueltos en los 343 |nl de soluci6n salina inyectada a traves de la 
canula 25. El bloqueante se une al exceso de marcador fluorescente que no haya 

35 reaccionado con las mol6culas de la muestra. Esto permite disminuir el fondo en la 
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imagen que se obtenga finalmente, debido a que se evita la uni6n inespecffica de 
marcador libre a los anticuerpos. 

c. Activaci6n del motor 41 del bastidor m6vil y descenso del mismo hasta 
la posicion de agitacion de la disoluci6n de la muestra. Desenergizacion del motor 41 . 

Como en el paso operacional 3 g), durante este movimiento de descenso del 
piston 24, se efectda el cierre herm6tico de la c&mara de homogeneizaci6n cuando el 
contador de pasos absolutos del motor 41 marca el paso 4740, aproximadamente. A 
partir de ese instante, la camara de homogeneizacion comienza a presurizarse, 
aumentando la sobre-presidn a medida que el pist6n 24 desciende. El descenso se 
detiene cuando la sobre-presi6n indicada por el sensor 30 alcanza el valor de 0,8 bar 
(aproximadamente, en el paso 4980 del motor 41). El movimiento de descenso se 
efectua en dos etapas continuas: la primera, entre los pasos absolutos 4500 y 4740 
del motor 41, a una velocidad de 20 pasos/s, y, la segunda, hasta alcanzar una sobre- 
presibn de 0,8 bar, a una velocidad de 5 pasos/s. 

d. Activacion del controlador Modulo de control del homogeneizador de 
muestras 82. Activaci6n del sistema piezoel6ctrico del m6dulo homogenizador de 
muestras 76 para agitar suavemente la muestra. 

Esta agitacidn suave tiene por objeto homogeneizar la mezcla de disoluci6n 
de muestra m£s bloqueante BSA. Se realiza a un nivel bajo de excitacion (amplitud del 
20%), durante un intervalo corto de unos 5 s. 

e. Espera de 30 minutos para facilitar la reacci6n del bloqueante con el 
exceso de marcador. 

6. Inyecci6n del la muestra en la c£mara de reacci6n 18 

Pasos operacionales: 

a. Activaci6n del motor 41 del bastidor m6vil y descenso del mismo hasta 
la posicibn de apertura de la v£lvula antirretorno 37. 

La apertura de la vSlvula antirretorno ocurre cuando la sobre-presi6n en la 
camara de homogeneizaci6n es ligeramente mayor que la sobre-presibn en el circuito 
del modulo de reaccidn 86, es decir, cuando alcanza un valor aproximado de 1 r 3 bar. 
Esta situacidn ocurre en el entorno del paso 5040 del motor 41 

b. lntroducci6n en la camara de reaccion de la primera inyeccidn de 
muestra mediante el descenso del bastidor movil 

En la primera inyecci6n el motor 41 desciende 210 pasos (relativos), a una 
velocidad de 5 pasos/s, para que la muestra llegue hasta la camara de reaccidn, 
atravesando el filtro 33, el portafiltro 34, la v£lvula antirretorno 37 y todos los 
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conductos de acceso, asf como la propia c£mara de reacci6n, donde se encuentra la 
micro-matriz de sustancias detectoras. 

El filtro 33 colocado bajo la camara 18 de homogeneizaci6n, evita que 
parttculas mayores de 20 pm entren en el m6dulo de reacci6n. El volumen de la 
5 camara de reacci6n es de 28 pi, aproximadamente. La dimensibn litil de la micro- 
matriz de sustancias detectoras es de 8x8 mm. 

c. Desenergizacion del motor 41. 

d. Espera de 20 minutos para facilitar la reaccion de las sustancias de la 
muestra homogeneizada con las sustancias detectoras de la camara de reacci6n. 

10 e. lntroducci6n en la camara de reacci6n de la segunda inyecci6n de 

muestra mediante el descenso del bastidor m6vil. 

Se hace pasar varios volOmenes de la muestra sobre la misma micro-matriz, 

de una manera secuencial. En la segunda inyecci6n y sucesivas, el motor 41 

desciende 20 pasos (relativos), a una velocidad de 5 pasos/s, para que la cavidad de 
15 la c£mara de reacci6n sea ocupada por una nueva muestra. La muestra ensayada en 

el paso anterior pasa al dep6sito de desechos 46 donde es almacenada. 

f. Repetici6n de los pasos c), d) y e), tantas veces como sea necesario, 
hasta llegar a la posici6n final (ver Figuras 14a-14b). Esta situaci6n ocurre en el 
entorno del paso 5500 del motor 41 . 

20 A medida que se van introduciendo nuevas inyecciones de muestra en la 

camara de reaccibn, la sobre-presi6n del circuito crece hasta llegar a un valor 
aproximado de 1,7 bar al final del proceso de inyeccion de muestra. 

g. Desenergizaci6n del motor 41 . 
7. Lavado de la camara de reacci6n 

25 Pasos operacionales: 

a. Activaci6n del controlador mbdulo de control del gestor de reactivos y 
soluciones 82. Activacibn del motor 64 de la jeringa 60 de soluci6n de bloqueante BSA 
hasta inyectar 1000 pi (160 pasos del motor @ 5 pasos/s). Desenergizaci6n del motor 
64 al finalizar la inyecci6n. 

3 0 En la posicion final mostrada en las Figuras 14a-14b, la c£nula 29 ha 

atravesado el tap6n inferior 27 de la camara 21 de bloqueante, penetrando en el 
conducto 53 de lavado del m6dulo de reacci6n 86. Esto permite inyectar la disolucibn 
de bloqueante BSA al 10% que es usada, tambien, como disolucion de lavado de la 
Ccimara de reacci6n. 
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El lavado permite retirar el exceso de marcador y muestra existente en la 
camara de reacci6n. La solucion de lavado se almacena, finalmente, en el dep6sito de 
desecho 57, subiendo la sobre-presion en el m6dulo de reacci6n hasta los 2,5 bar, 
aproximadamente. Esta sobre-presion no es monitorizada por el sensor 30 porque la 
vdlvula antirretorno 37 hace de barrera de presi6n. 

8. Activacion del marcador fluorescente y detecci6n de las fluorescencias 
Pasos operacionales: 

a. Activacion del controlador m6dulo de control del lector de datos 83. 

b. Excitacidn del marcador fluorescente Cy5 mediante el diodo teser y 
detecci6n simultenea, por medio del sensor CCD, de la radiaci6n electromagneticas 
emitida por las moleculas fluorescentes. 

El marcador Cy5 utilizado tiene un m£ximo de absorci6n a 649 nm y un 
m£ximo de emisibn a 670 nm. 

c. Grabacion en disco de la imagen del sensor CCD. 
9. Re-iniciaci6n del aparato 

Pasos operacionales: 

a. Activacion del motor 41 del bastidor m6vil y elevacion del mismo hasta 
la posicion de captura del recipiente de homogeneizacion (ver Figuras 9a-9b). 

Este movimiento de elevaci6n se efectOa, de forma continua, hasta el paso 
1960 del motor 41 , a una velocidad de 50 pasos/s. 

b. Energizaci6n del motor 10 del tambor giratorio. 

c. Activaci6n del motor 41 del bastidor m6vil y elevacion del mismo hasta 
la posici6n inicial (ver Figuras 8a-8b). Desenergizaci6n del motor 41. 

Este movimiento de elevaci6n se efectOa, de forma continua, hasta el paso 0 
del motor 41 , a una velocidad de 50 pasos/s. 

d. Rotacidn del tambor giratorio a su posicion inicial 

En esta posici6n el aparato este listo para procesar una nueva muestra. 

En las figuras 16 y 17 se muestra una variante de ejecucibn del aparato, en las 
que se utilizan las mismas referencias para designar elementos iguales o 
equivalentes. 

En esta realizaci6n, los recipientes 6 del m6dulo de procesamiento de 
muestras van montados en un tambor giratorio de eje horizontal que, como en el caso 
anterior, va accionado por un motorreductor 10, con potenci6metro angular 10\ 
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Las camaras 6 disponen de una boca lateral de carga 90, dotada de medios de 
cierre, para la recepcion de muestras, las cuales pueden ser alimentadas a traves de 
una tolva 4. 

Como en la realization antes descrita, en el caso de las figuras 16 y 17 el 
modulo homogeneizador incluye un dispositivo piezoelectrico que incluye un 
convertidor 15 y una bocina 16, todo ello montado en un bastidor 17, cuyo movimiento 
desplaza los medios de cierre y a traves de los cuales y mediante la activacidn del 
dispositivo piezoelectrico se produce la homogeneizaci6n de la muestra. Ei bastidor 17 
va montado sobre guias 92 a lo largo de las que puede desplazarse, a un lado del 
tambor giratorio y sin posibilidad de giro, mediante un actuador lineal 93 con 
potenci6metro lineal 15\ 

Por lo demas, en esta realizaci6n el aparato se corresponde con la constituci6n 
descrita con referenda a las figuras 4 a 14, incluyendo un l£ser 66, una c£mara de 
lectura de datos 67, etc. Puede ademds disponer de un m6dulo de refrigeracion 94, 
dep6sito de disoluci6n 95 y bomba de disoluci6n 96. 

Todo el conjunto mostrado en las figuras 16 y 17 irfa montado en una 
estructura de jaula, en la que adem&s irfan montados la tolva 4, el modulo de gesti6n 
de reactivos, el mbdulo de lectura de datos y los modulos de comunicaci6n y control. 
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REIVINDICACIONFfi 

1. - Aparato para la deteccidn de sustancias o analitos a partir del 
analisis de una o varias muestras, que comprende: un modulo homogeneizador de 
muestras, capaz de actuar sobre la muestra contenida en un recipiente para producir 
su homogeneizaci6n; un modulo de procesamiento de muestras, que incluye una serie 
de recipientes independientes, cada uno de los cuales esta destinado a recibir una de 
las muestras a analizar; un mddulo de reacclon, que incluye una serie de camaras de 
reaccidn, tantas como recipientes incluye el m6dulo de procesamientos de muestras, 
cada una de las cuales esta en comunicaci6n con uno de dichos recipientes a traves 
de un conducto de paso controlado e incluye un slstema sensor para la detecci6n de 
sustancias; un m6dulo de gesti6n de reactivos y soluciones, que almacena y dispensa 
los reactivos y soluciones necesarios en cada etapa del proceso; un modulo de lectura 
de datos, a traves del que se detectan las reacciones producidas en las camaras de 
reaccidn y procesa las seriales detectadas; y un controlador global que supervisa el 
proceso y cada uno de los modulos de la invenci6n. 

2. - Aparato segun la reivindicacion 1, caracterizado porque incluye 
ademas un mbdulo de distribuci6n de muestras, encargado de adicionar o distribuir las 
muestras al recipiente o recipientes seleccionados del m6dulo de procesamiento y 
poner en contacto las muestras contenidas en los recipientes seleccionados con el 
m6dulo homogeneizador. 

3. - Aparato segun la reivindicacidn 1 y 2, caracterizado porque el 
m6dulo de distribucidn de muestras incluye una tolva o embudo de posici6n fija, en la 
que son vertidas las muestras a analizar. 

4. - Aparato segun las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado porque el 
modulo de distribution de muestras es alimentado por inyectores de muestras 
almacenadas en placas multipocillo. 

5. - Aparato segun las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque 
el mddulo de distribucidn de muestras incluye un tambor giratorio en el que van 
montados los recipientes del mddulo de procesamiento de muestras, cuyo tambor es 
capaz de situar cada vez un recipiente seleccionado en comunicaci6n con la tolva o 
embudo y, posteriormente, con el piston del modulo de procesamiento de muestras. 

6. - Aparato segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el tambor 
giratorio en el que van montados los recipientes del modulo de procesamiento de 
muestras es giratorio sobre un eje vertical. 
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7. - Aparato segun la reivindicaci6n 5, caracterizado porque el tambor 
giratorio en el que van montados los recipientes del m6dulo de procesamiento de 
muestras es giratorio sobre un eje horizontal. 

8. - Aparato segun las reivindicaciones 1 y 5, caracterizado porque las 
5 camaras del m6dulo de reaccion van montadas en el tambor giratorio del m6dulo de 

distribution de muestras. 

9. - Aparato segun las reivindicaciones 1 y 6, caracterizado porque el 
m6dulo de procesamiento de muestras comprende ademas medios para el cierre del 
recipiente que aloja las muestras a analizar durante el procesamiento de dicha 

10 muestra., cuyos medios consisten en un pist6n que va montado en un bastidor situado 
por encima del tambor giratorio y bajo el que pueden situarse los diferentes 
recipientes por el giro de dicho tambor, siendo el bastidor desplazable en direction 
longitudinal entre una posici6n superior de apertura y otra inferior de cierre del 
recipiente situado inmediatamente por debajo. 

15 10 " Aparato segun las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado porque el 

m6dulo de procesamiento de muestras comprende ademas medios para el cierre del 
recipiente que aloja las muestras a analizar durante el procesamiento de dichas 
muestras, cuyos medios consisten en un piston que va montado en un bastidor 
situado a un lado del tambor giratorio y frente al cual pueden situarse los diferentes 

20 recipientes, colocados al otro lado del tambor, gracias al giro de dicho tambor, siendo 
el bastidor desplazable entre una posici6n de apertura y otra de cierre. 

11. - Aparato segun la reivindicaci6n 1, caracterizado porque cada uno 
de los recipientes del mddulo de procesamiento de muestras comprende ademas 
medios para su cierre, cuyos medios consisten en un pist6n o valvula montada en 

25 cada recipiente y accionada por el movimiento del bastidor desplazable del m6dulo de 
homogeneizaci6n. 

12. - Aparato segun la reivindicacibn 1, caracterizado porque cada 
recipiente del mddulo de procesamiento de muestras incluye una o mas camaras 
principales de homogeneizacion y una o mas camaras secundarias independientes 

3 0 destinadas a contener los reactivos, intercomunicadas con la camara principal, 
estando dicha camara principal abierta para recibir la muestra a analizar y los medios 
de cierre, y disponiendo de un orificio inferior con filtro y valvula de paso, a traves del 
que se inyecta la muestra homogeneizada en el mbdulo de reaccion. 

13. - Aparato segun las reivindicaciones 9 y 12, caracterizado porque la 
35 pared de la camara principal dispone de un orificio de venteo, situado por encima de 
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los orificios de intercomunicaci6n con las camaras secundarias, que determina el 
momento del cierre hermetico de dicha camara por el pist6n, al ser sobrepasado dicho 
orificio por una junta de estanquidad del pist6n, siendo dicho pistbn desplazable dentro 
de la camara principal, a partir de la posici6n de cierre hermetico, para provocar el 
aumento de presibn dentro de la citada camara. 

14. - Aparato segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la entrada 
de muestras en la camara principal se efectua a traves del orificio de venteo. 

15. - Aparato segun la reivindicacibn 12, caracterizado porque las 
camaras secundarias van cerradas superior e inferiormente mediante tapones a traves 
de los cuafes pueden introducirse canulas pertenecientes al modulo de ges«6n de 
reactivos para la inyecci6n de reactivos o soluciones, o que son portadoras de 
sensores de presi6n, temperatura u otros parametros flsico-qulmicos. 

16. - Aparato segun la reivindicacion 12, caracterizado porque la valvula 
de paso situada entre la camara principal de cada recipiente del m6dulo de 
procesamiento de muestras y la camara del m6dulo de reacci6n consiste en una 
valvula antirretorno cuyo cierre se produce cuando se crea en la camara del modulo 
de reaccion una sobrepresi6n respecto de la camara principal del modulo de 
procesamiento de muestras. 

17. - Aparato segun la reivindicaci6n 9, caracterizado porque el bastidor 
del modulo de procesamiento de muestras va montado sobre el eje de desplazamiento 
del m6dulo de distribucidn de muestras, a uno de los lados de dicho m6dulo sin 
posibilidad de giro, pero con facultad de deslizamiento sobre el mismo entre 
posiciones Ifmlte determinadas por un sensor. 

19. - Aparato segun las reivindicaciones 1 y 9, caracterizado porque el 
bastidor de desplazamiento longitudinal incluye los medios para la homogeneizacion 
de las muestras, los cuales estan constituidos por un dispositivo de acci6n mecanica, 
termica o generador de ondas capaz de actuar sobre las muestras. 

20. - Aparato segun las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado porque 
dicho P ist6n es de estructura tubular y a traves del mismo actua el dispositivo para la 
homogeneizacion de las muestras. 

21. - Aparato segun las reivindicaciones 1 y 16, caracterizado porque el 
m6dulo de reacci6n comprende, por cada recipiente del modulo de procesamiento de 
muestras, un cuerpo que define una camara de reacci6n interna que dispone de una 
entrada conectada a la camara principal de dicho recipiente a traves de la valvula 
antirretorno, de una entrada conectada la camara secundaria de dicho recipiente, a 
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traves de la cual se inyecta una disoluci6n de lavado, y de una salida de disoluciones 
hacia un deposito de desechos; siendo una de las paredes de dlcha camara portadora 
del sistema sensor encargado de detectar las sustancias presentes en la disoluci6n o 
suspension homogeneizada inyectada en la camara. 
5 22.- Aparato segun la reivlndicaci6n 1, caracterizado porque el m6dub 

de gestibn de reactivos y soluciones comprende al menos una jeringa motorizada 
encargada de almacenar y dispensar fluidos, que va acompanada de un actuador 
lineal que acciona el vastago del embolo de la jeringa, de un sensor de position para 
obtener la posici6n del embolo, de una valvula antirretorno, y de una canula de 
10 inyeccibn que va fijada al bastidor m6vil del mddulo de procesamiento de muestras. 

23. - Aparato segun la reivindicaci6n 22, caracterizado porque 
comprende una serie de dep6sitos de reactivos y soluciones, tantos como reactivos y 
soluciones diferentes sean necesarias, y al menos un dispositivo de bombeo capaz de 
aspirar los fluidos de los diferentes dep6s'rtos y dispensarlos a la camara de 

15 homogeneizacion o de reacci6n. 

24. - Aparato segun la reivindicaci6n 1, caracterizado porque el m6dulo 
de reacci6n esta constituido por un receptaculo para alojar un biosensor, que dispone 
de al menos un orificio de entrada para la muestra procedente del recipiente del 
m6dulo de procesamiento de muestras, al menos un orificio de entrada para 

20 soluciones Ifquidas adicionales, y al menos un orificio de salida para las distintas 
soluciones y los tubos o conducciones necesarios. 

25. - Aparato segun la reivindicaci6n 24, caracterizado porque los 
orificios de entrada y salida estan conectados por un conducto donde se situa un 
sistema de bombeo, el cual permite la recirculaci6n de la muestra sobre el biosensor. 

25 26 " Aparato segun la reivindicaci6n 24, caracterizado porque el 

receptaculo donde se encuentra el biosensor incluye un sistema de .agitacion o 
movimiento de la muestra llquida, para mejorar el funcionamiento de dicho biosensor. 

27. - Aparato segun la reivindicaci6n 24, caracterizado porque dicho 
biosensor esta formado por sustancias detectoras inmovilizadas en un soporte s6lido 

30 en forma micro-matriz, o biochip, distribuidas en canales o camaras de flujo. 

28. - Aparato segdn la reivindicacion 1, caracterizado porque el m6dulo 
de lectura de datos comprende un detector de reacciones que incluye una fuente de 
luz para excitar el biosensor y un sistema de detecci6n de la radiacion apropiada. 
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29. - Aparato segun ia reivindicaciones 1 y 28, caracterizado porque 
dicha fuente de luz es monocromatica y el sistema detector es una camara CCD 
acoplada a filtros para detectar s6lo la radiaci6n apropiada. 

30. - Aparato segun las reivindicaciones 28 y 29, caracterizado porque la 
5 luz monocromatica es conducida por medio de una gula de onda donde se encuentra 

el biosensor, que es excitado gracias a los modos evanescentes que se forman en la 
superficie exterior de dicha gufa. 

31. - Aparato segun la reivindicacidn 1, caracterizado porque comprende 
una estructura en forma de jaula en la que va montada una columna vertical central, 

10 que define el eje de giro del tambor giratorio del m6dulo de distribucibn de muestras y 
a lo largo de la que puede deslizar el bastidor del m6dulo de procesamiento de 
muestras, estando montados en dicha estructura en forma de jaula la tolva o embudo 
del m6dulo de adquisici6n de muestras, el m6dulo de ges«6n de reactivos y el rnbdulo 
de lectura de datos. 

15 32 " Aparato segun las reivindicaciones 1 y 7, caracterizado porque 

comprende una estructura de jaula en la que va montado segun un eje horizontal el 
tambor giratorio del m6dulo de distribucidn de muestras y paralelo a dicho eje las 
gufas por la que se desliza el bastidor del modulo de procesamiento de muestras, 
estando ademas montados en dicha estructura la tolva o embudo del m6dulo de 

20 adquisici6n de muestras, el modulo de gestibn de reactivos, el modulo de lectura de 
datos y los m6dulos de comunicacton y control. 

33. - Un metodo para la detecci6n de sustancias o analitos a partir del 
analisis de una o mas muestras, caracterizado porque comprende las etapas de: a) 
mezclar dicha muestra con un llquido tamp6n apropiado; b) homogeneizar con un 

25 sistema homogenizador; c) afiadir reactivos para modificar dicha muestra, d) filtrar la 
muestra, e) inyectar dicha muestra a una camara de reacci6n; f) dejar reaccionar la 
muestra con un biosensor; g) lavar el exceso de muestra no reaccionada; y h) 
detectar la muestra retenida en el biosensor. 

34. - Un metodo segun la reivindicacidn 33, caracterizado porque el 
3 o llquido tampbn apropiado es una solucibn salina. 

35. - Un metodo segun la reivindicacion 33, en el que el llquido tampon 
Neva un compuesto marcador de la muestra. 

36. - Un metodo segun la reivindicaci6n 33, caracterizado porque el 
exceso de compuesto marcador se bloquea con un compuesto bloqueador. 
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37. - Un metodo segun las reivindicaciones 1 y 33, caracterizado porque 
el biosensor esta constituido por al menos una sustancia capaz de unirse 
especfficamente a otra sustancia. 

38. - Un metodo segun la reivindicaci6n 37, caracterizado porque la 
5 sustancia o sustancias capaces de unirse especfficamente a otra u otras sustancias 

se eligen del grupo formado por: a) una sustancia de naturaleza aminoacfdica; b) una 
sustancia de naturaleza proteica; c) una sustancia de naturaleza nucleotfdica; d)un 
acido nucleico; e) un acido nucleico-peptfdico (PNA); f) una sustancia de naturaleza 
lipfdica; g) una sustancia de naturaleza sacarfdica; h) una sustancia que sea 
10 combinacibn de al menos dos de las anteriores; j) una celula completa viva; j)una 
celula completa en forma de espora; k) un lisado o extracto celular, I) un tejido 
formado por celulas; m)un virus completo o cualquiera de sus componentes; n) 
polfmeros sinteticos; y o) polfmeros impresos molecularmente (MIP, molecularly 
imprinted polymers) 

15 39 -- Un metodo segun la reivindicaci6n 38, caracterizado porque las 

protelnas capaces de unirse especfficamente a otras sustancias son anticuerpos 
monoclonales o policlonales. . 

40. Un metodo segtin la reivindicaciones 33 y 35 , caracterizado porque 
dichos compuestos modificadores de la muestra se eligen entre un reactivo qufmico 

20 capaz de unirse a alguno de los analitos presentes en la muestra, o una o mas 
sustancias de entre las mencionadas en las reivindicaciones 38 y 39, o una 
combinaci6n de ambas. 

41. Un metodo segun la reivindicacibn 33 caracterizado porque la senal 
de la muestra retenida en el biosensor es amplificada por un coctel o mezcla 

25 conteniendo una o mas sustancias de las mencionadas en las reivindicaciones 38 y 
39. 

42. Un metodo segun las reivindicaciones 33 y 41, caracterizado porque 
dicho c6ctel esta constituido por uno o mas anticuerpos marcados con una sustancia 
fluorescente, un compuesto metalico, o una enzima. 

3 0 43 - Un metodo segun las reivindicaciones 33 y 41 , caracterizado porque 

dicho cbctel esta constituido por uno o mas fragmentos de acidos nucleicos o PNA 
marcados con una sustancia fluorescente, un compuesto metalico, o una enzima. 
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